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Verfahren zur Herstellung von 3-Methylamino-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol 
Beschreibung 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 3-Methylamino-l- 
(thien-2-yl)-propan-1-ol der Formel I 
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NHCH, 



(I) 



OH 



und insbesondere ein Verfahren zur Herstellung des S-Enantiomers l-S. 
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Das S-Enantiomer des Aminopropanols I der Formel l-S 

.NHCH. 



20 




25 



ist eine wichtige Vorstufe fQr die Synthese des Antidepressivums Duloxetine der For- 
mel II 



NHCH 3 ■ H n B 



30 




(ID 



35 worin B fQr einen n-fach negativ geladenen anorganischen oder organischen Saurerest 
steht und H n B fQr eine pharmazeutisch vertragliche Saure. 

Verfahren des Standes der Technik zur Herstellung von Duloxetine bzw. ihrer korres- 
pondierenden Base sind aufwendig und erfordern den Einsatz chiraler Reagenzien 
40 oder chiraler Edukte. 



So beschreibt die EP-B-0273658 ein Verfahren zur Herstellung der korrespondieren- 
den Base von Duloxetine durch Umsetzung von 2-Acetylthiophen in einer Mannich- 
Reaktion mit Formaldehyd und Dimethylamin, Reduktion der Ketogruppe der dabei 
45 erhaltenen Mannich-Base zum racemischen (S)-3-N,N-Dimethylamino-1-(thien-2- 
yl)propan-1-ol, Veretherung der Alkoholfunktion mit Naphthylfluorid und schlielilich 
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Umwandlung der Dimethylamino-Gruppe in eine Methylamino-Funktion. Das ge- 
wQnschte Enantiomer des Naphtylethers erhalt man durch Einsatz chiraler Ausgangs- 
materialien oder durch Racemattrennung auf der Stufe des Endprodukts, beispielswei- 
se Qber die Salze mit optisch aktiven Sauren oder Chromatographie an einer chiralen 
5 stationaren Phase. 



Die US-5,362,886 beschreibt ein analoges Verfahren, bei dem das nach Reduktion der 
Ketogruppe erhaltene racemische Propanof mit S-Mandelsaure versetzt wird. Das 
hierbei erhaltene S-Enantiomer des Alkohols wird in die nachfolgenden Reaktionsstu- 
10 fen eingesetzt 

Die EP-A-0457559 beschreibt ebenfalls ein der EP-B-0273658 analoges Verfahren. 
Hierbei wird die Ketogruppe der Mannich-Base mit dem asymmetrischen Reduktions- 
system LAH-lcb (Lithiumaluminiumhydrid-[(2R,2S)-(-)-4-Dimethylamino-1 ,2-diphenyl-3- 
15 methyl-2-butanol]) zum Alkohol in Form des S-Enantiomers reduziert. Nachteilig hier- 
bei ist neben den Kosten die Empfindlichkeit des Reduktionssystems LAH-lcb, das nur 
wenige Minuten stabil ist. 

Auch W. J. Wheeler und F. Kuo beschreiben in Journal of Labelled Compounds and 
20 Radiopharmaceuticals, Band XXXVI, Nr. 3, Seite 213 bis 223 ein Verfahren zur Her- 
stellung von Duloxetine. Hierzu wird Thiophen-2-carbonsaurechlorid in einer Stille- 
Kopplung mit Vinyl-tri-n-butylstannan in Gegenwart katalytischer Mengen Benzylchlor- 
bis(triphenylphosphin)palladium(ll) in DMPU (Dimethylpropylenharnstoff) zu 1-(Thien- 
2-yl)-propenon der Formel II 
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30 umgesetzt, welches anschlieBend durch Behandlung mit Chlorwasserstoff in 3-Chlor- 
1-(thien-2-yI)-propan-1-on der Formel 1 1 1.1. 




(IH.1) 



uberfuhrt wird. Das so erhaltene Chlorpropanon 111.1 wird anschlie&end unter Verwen- 
dung eines chiralen Oxazaborolidins und BH 3 zu (S)-3-Chlor-1-(thien-2-yl)- propan-1-ol 
der Formel IV.1-S 
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(IV.1-S) 



2 



WO 2005/033094 



PCT/EP2004/010939 



reduziert. Der so erhaltene Alkohol IV.1-S wird durch sukzessive Umsetzung mit Natri- 
umiodid und anschlie&end mit Methylamin in (S)-3-Methylamino-1-(thien-2-yl)-propan- 
1-ol l-S uberfuhrt. Durch nachfolgende sukzessive Umsetzung mit Natriumhydrid, 1- 
Fluornaphtalin und Chlorwasserstoff erhalt man Duloxetine in Form des Hydrochlorids. 
5 Von Nachteil ist hierbei zum einen, dass zur Herstellung des Chlorpropanon- 

Zwischenprodukts 111.1 zahlreiche Schritte und teure Reagenzien erforderlich sind. 
Zum anderen wird bei der OberfQhrung des Chlorpropanons 1 1 1.1 in den Aminoalkohol 
das Chlorpropanol IV.1-S isoliert. Untersuchungen der Anmelderin haben jedoch ge- 
zeigt, dass dieses Chlorpropanol empfindlich ist und sich in einer stark exothermen 
1 0 Reaktion leicht zersetzt, was nicht nur zu Ausbeuteverlusten bezuglich des Aminoal- 
kohols fuhrt, sondern auch die Handhabung der Reaktion in technischem MaBstab 
erschwert. 

Verfahren zur Herstellung des von W. J. Wheeler et ai. beschriebenen, bei der Syn- 

15 these von Duloxetine als Zwischenprodukt auftretenden 3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan- 
1-ons sind literaturbekannt. Nachteilig bei den bekannten Verfahren des Standes der 
Technik ist jedoch, dass entweder das Chlorpropanon III. "1 in schlechter Ausbeute an- 
fallt Oder mit schwierig handzuhabenden Reagenzien gearbeitet werden muss. So be- 
schreiben A. Etienne et al. in CR Acad. ScL, Ser. C, 1979, 288 (1), 49-52, die Herstel- 

20 lung des Chlorpropanons 111.1 durch Friedel-Crafts-Reaktion von Thiophen mit 3- 

Chlorpropionylchlorid in Gegenwart von Aluminiumtrichlorid als Lewissaure-Katalysator 
und in Nitromethan als Losungsmittel. Das Chlorpropanon 111.1 wird in einer Ausbeute 
von nur 7% erhalten. Auch die entsprechende, von Liu et al. in Chirality, 12, 26-29 
(2000), beschriebene Umsetzung in Gegenwart von Zinntetrachlorid als Lewissaure- 

25 Katalysator und Benzol als Losungsmittel fuhrt zu unbefriedigenden Ausbeute. Meth- 
Cohn et al. beschreiben in Acta Chem. Scand. B 20 (6), 1577-1587 (1966) die ent- 
sprechende Friedel-Crafts-Acylierung an Thiophen in Gegenwart von Eisentrichlorid 
bzw. Aluminiumtrichlorid, wobei das Chlorpropanon 1 1 1.1 in ma&igen bis guten Ausbeu- 
ten entsteht. Nachteilig ist hierbei, dass als Losungsmittel Schwefelkohlenstoff ver- 

30 wendet werden muss. 

Kamal, G. B. R. Khanna, R. Ramu und T. Krishnaji beschreiben in Tetrahedron Lett. 
44, 2003, 4783-4787 die Herstellung der Duloxetine-Vorstufe (S)-3-Hydroxy-3-(thten-2- 
yl)-propannitril durch Acetylierung von Thiophen mit Chloracetylchlorid, Reduktion des 

35 Ketons mit Natriumborhydrid zum racemischen Alkohol, Substitution des Chlorrestes 
durch Cyanid und Umsetzung des racemischen Nitrilalkohols mit Vinylacetat in Ge- 
genwart einer Lipase aus Pseudomonas cepacia (immobilisiert auf Diatomit), wobei die 
Lipase selektiv die Veresterung des R-Enantiomers katalysiert, so dass das ge- 
wunschte S-Enantiomer, welches unverestert bleibt, in reiner Form isoliert werden 

40 kann. Von Nachteil ist hierbei zum einen die grolie Anzahl an erforderlichen Reakti- 
onsschritten und zum anderen der Verlust der Halfte des Nitrilalkohols, da der ve- 
resterte R-Anteil nicht weiter zu Duloxetine umgesetzt wird. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, ein Verfahren zur Herstellung von 
45 3-Methylamino-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol I bereitzustellen, welches die hier geschilder- 
ten Nachteile des Standes der Technik uberwindet. Zudem sollte es die Verbindung I 
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in guter Gesamtausbeute iiefern und insbesondere auch die enantioselektive Herstel- 
lung des S-Enantiomer l-S eriauben. 

Die Aufgabe wurde dadurch gelost, dass man zunachst Thiophen in einer Friedel- 
5 Crafts-Reaktion mit einem p-Halogenpropionsaurehalogenid oder einem Acrylsaureha- 
logenid in Gegenwart einer Lewissaure umsetzt, wobei man vor der Isolierung des 
Reaktionsprodukts einen Halogenwasserstoff einleitet. AnschlieSend reduziert man die 
Ketogruppe des dabei erhaltenen 3-Halogen-1-(thien-2-yl)-propan-1-ons der Formel III 

(ii,> 
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40 



Hal = Halogen 
und setzt das reduzierte Produkt der Formel IV 

Hal < ,V > 




OH 



20 mit Methylamin urn. 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstellung von 3- 
Methylamino-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol der Formel I 



NHCH 3 (I) 

OH 



30 bei dem man 



a) Thiophen mit einem p-Halogenpropionsaurehalogenid oder einem Acrylsaureha- 
logenid in Gegenwart einer Lewis-Saure zu einem 3-Halogen-1-(thien-2-yl)- 
propan-1-on umsetzt, wobei man gleichzeitig oder nach erfolgter Umsetzung, je- 
35 doch vor der Isolierung des Reaktionsprodukts, einen Halogenwasserstoff einlei- 

tet und 



b) das in Schritt a) erhaltene Propanon reduziert unci anschlieBend, vorzugsweise 
ohne Isolierung des Reaktionsprodukts, mit Methylamin umsetzt. 



Das erfindungsgema&e Verfahren liefert die Zielverbindung I in guten Gesamtausbeu- 
ten. Die Herstellung der Halogenpropanon-Zwischenstufe III ist zudem nicht an den 
Einsatz teurer zinnorganischer Reagenzien gekoppelt. Das schwierig handzuhabende 
45 Halogenpropanol IV braucht nicht isoliert zu werden. Zudem erlaubt das Verfahren in 
einfacher Weise eine enantioselektive Herstellung des S-Enantiomers l-S, indem man 
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die Reduktion der Halogenpropenon-Zwischenstufe III in Gegenwart eines chiralen 
Katalysators oder eines chiralen Reduktionsmittels durchfuhrt, welche eine Selektivitat 
bezuglich der Bildung von (S)-3-Halogen-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol l-S aufweisen. 

5 „Enantioselektivitat a im Rahmen der vorliegenden Erfindung bedeutet, dass der Enan- 
tiomerenuberschuss ee (in %) des S-Enantiomers, der sich in bekannter Weise be- 
rechnet nach: 

ee (%) = [S-Enantiomer - R-Enantiomer / (S-Enantiomer - R-Enantiomer)] x 100 

10 

wenigstens 50 %, vorzugsweise wenigstens 80 %, insbesondere wenigstens 90 % und 
speziell wenigstens 95 % betragt. 

Durch das Einleiten eines Halogenwasserstoffs wahrend oder vorzugsweise nach er- 
15 folgter Acylierung, jedoch vor der Isolierung des Reaktionsprodukts, erhalt man als 
Endprodukt des Schrittes a) im Wesentlichen kein 1 -Thien-2-yI-propenon II, welches 
bei den Verfahren des Standes der Technik stets als Nebenprodukt auftritt und die 
Ausbeute an gewunschtem Acylierungsprodukt III schmalert. 

20 Als Lewis-Saure kommen kovalente Metallhalogenide und Halbmetallhalogenide, die 
eine ElektronenpaarlQcke aufweisen, in Betracht. In der Regel sind sie ausgewahlt 
unter Halogenverbindungen des Titans, Zinns, Aluminiums, Vanadiums, Eisens oder 
Bors. Bevorzugt sind die Chloride; im Falle des Aluminiums sind jedoch auch die Mo- 
noalkylaluminiumdichloride und die Dialkylaluminiumchloride geeignet. Im Falle des 

25 Bors ist auch das Fluorid geeignet. Beispiele fur geeignete Lewis-Sauren sind Titantet- 
rachlorid, Bortrichlorid, Bortrifluorid, Zinntetrachlorid, Vanadiumpentachlorid, Ei- 
sentrichlorid, Aluminiumtrichlorid, Alkylaluminiumdichloride und Dialkylaluminiumchlori- 
de. Besonders bevorzugt verwendet man Aluminiumtrichlorid. 

30 Geeignete p-Halogenpropionsaurehalogenide sind 3-Chlorpropionsaurechlorid und 3- 
Brompropionsaurebromid oder -chlorid. Vorzugsweise verwendet man 3-Chlorpropion- 
s§urechlorid. 

Als Acrylsaurehalogenid wird vorzugsweise Acrylsaurechlorid verwendet. 

35 

Vorzugsweise setzt man in Schritt a) als Acylierungsmittel ein p-Halogenpropionsaure- 
halogenid ein. 

Geeignete Halogenwasserstoffe sind Chlorwasserstoff und Bromwasserstoff. Vor- 
40 zugsweise setzt man einen Halogenwasserstoff ein, in welchem das Halogenatom 
dem p-Halogenrest im eingesetzten p-Halogenpropionsaurehalogenid entspricht. 
Dementsprechend verwendet man bei Einsatz von 3-Chlorpropionsaurechlorid vor- 
zugsweise Chlorwasserstoff. 

45 Als Losungsmittel fur die Umsetzung in Schritt a) sind samtliche Losungsmittel geeig- 
net, die ublicherweise in Friedel-Crafts-Acylierungsreaktionen eingesetzt werden. Ge- 
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eignet sind grundsatzlich aprotische Losungsmittel, welche die Reaktivitat der einge- 
setzten Reagenzien, insbesondere der Lewis-Saure, nicht herabsetzen bzw. mit der 
Lewis-Saure unter den gegebenen Reaktionsbedingungen keine Konkurrenzreaktio- 
nen eingehen. Beispiele hierfQr sind der zu acylierende Aromat selbst (d.h. Thiophen), 
5 aromatische Kohlenwasserstoffe, die im Vergleich zu Thiophen deutlich schwerer acy- 
liert werden, wie Benzol, Nitrobenzol und halogenierte aromatische Kohlenwasserstof- 
fe, z.B. Chlorbenzol und Dichlorbenzol, des weiteren halogenierte aliphatische Koh- 
lenwasserstoffe, insbesondere Halogenalkane, wie Chlormethan, Dichlormethan, Chlo- 
roform, Tetrachlorkohlenstoff, Chlorethan, Di- und Trichlorethan. Geeignet sind auch 

10 Gemische der vorstehend genannten Losungsmittel. Vorzugsweise verwendet man 
Losungsmittel, in denen die Friedel-Crafts-Acylierung im Wesentlichen homogen ab- 
laufen kann, wie Nitrobenzol oder halogenierte Kohlenwasserstoffe. Bevorzugt sind 
insbesondere halogenierte aromatische oder aliphatische Kohlenwasserstoffe, wobei 
Halogenalkane besonders bevorzugt sind. Speziell verwendet man Dichlorethan oder 

15 Chlorbenzol. 

Die Lewis-Saure muss in wenigstens aquimolaren Mengen, bezogen auf die theore- 
tisch zu erreichende Menge an acyliertem Thiophen, eingesetzt werden, da sie mit 
dem bei der Acylierung gebildeten Keton einen Komplex bildet, der unter den ublichen 
20 Reaktionsbedingungen der Friedel-Crafts-Reaktion stabil ist. Vorzugsweise wird sie in 
einem Molverhaltnis von 1:1 bis 1:2, besonders bevorzugt von 1:1 bis 1:1,5 und insbe- 
sondere von 1:1,1 bis 1:1,5, bezogen auf 1 Mol der in geringerem Anteil eingesetzten 
Acylierungskomponente (Thiophen oder p-Halogenpropionsaurehalogenid) eingesetzt. 

25 Thiophen und das p-Halogenpropionsaurehalogenid werden in einem Molverhaltnis 
von vorzugsweise 1:0,5 bis 1:2, besonders bevorzugt von 1:0,7 bis 1:1,5 und insbe- 
sondere von 1:0,8 bis 1:1,2 eingesetzt. 

Die Reihenfolge, in welcher bei der Friedel-Crafts-Acylierung die Reagenzien zusam- 
30 mengegeben werden, ist von untergeordneter Bedeutung. So kann man beispielswei- 
se die Lewis-Saure im Losungsmittel vorlegen und zuerst das p-Halogenpropionsaure- 
halogenid und anschieliend das Thiophen zugeben. Alternativ kann man Thiophen und 
Lewis-Saure vorlegen und mit dem p-Halogenpropionsaurehalogenid versetzen. 

35 In der Regel ist es gunstig, bei der Zugabe des p-Halogenpropionsaurehalogenids zu 
kQhlen, da die Reaktion der Lewis-Saure mit dem Saurehalogenid in der Regel stark 
exotherm verlauft. Die Reaktionstemperatur wird u.a. in Abhangigkeit vom Losungsmit- 
tel gewahlt. Oblicherweise liegt sie im Bereich von 1 0 °C bis 40 °C. Bei Verwendung 
von Halogenkohlenwasserstoffen, insbesondere von Halogenalkanen betragt die Re- 

40 aktionstemperatur geeigneterweise hochstens 50 °C, da ansonsten das Losungsmittel 
selbst in Reaktion tritt. Vorzugsweise betragt die Reaktionstemperatur -20 °C bis 40 
°C, besonders bevorzugt 0 bis 30 °C. 

Der Reaktionsdruck ist prinzipiell nicht kritisch. Im Allgemeinen wird die Reaktion bei 
45 Normaldruck durchgefuhrt; sie kann jedoch auch bei Ober- oder Unterdruck erfolgen. 
Oberdruck wird beispielsweise angewendet, wenn das Losungsmittel leichtfluchtig ist 



6 



WO 2005/033094 



PCT/EP2004/0 10939 



Oder unter Normalbedingungen nicht flussig ist, wie dies beispielsweise bei Chlorme- 
than der Fall ist. 

Die Einleitung des Halogenwasserstoffs erfolgt vorzugsweise nach erfolgter Acylie- 
5 rung. Die Beendigung der Acylierungsreaktion kann nach ublichen Verfahren des 
Standes der Technik festgestellt werden, z.B. durch Gaschromatographie, DQnn- 
schichtchromatographie Oder NMR-Spektroskopie. Die Dauer der Einleitung hangt 
unter anderem von der AnsatzgrolJe ab und kann vom Fachmann im Einzelfall be- 
stimmt werden. In der Regel erfolgt sie mindestens so lange, bis kein 1-Thien-2-yl- 
10 propenon mehr nachgewiesen werden kann. 

Zur Aufarbeitung des Acylierungsprodukts wird das Reaktionsgemisch in der Regel 
zunachst hydrolytisch aufgearbeitet, um den gebildeten Keton-Lewis-Saure-Komplex 
zu spalten. Zur Hydrolyse verwendet man ublicherweise Wasser Oder auch verdunnte 
15 wassrige Mineralsauren, z.B. verdunnte Salzsaure. Die wertere Reinigung und Isolie- 
rung erfolgt nach bekannten Verfahren, wie sie beispielsweise in Organikum, VEB 
Deutscher Verlag der Wissenschaften, 17. Auflage, 1988, S. 323 ff. beschrieben sind. 

Das erfindungsgema&e Verfahren fuhrt in Schritt a) zu einem 3-Halogen-(thien-2-yl)-1- 
20 propanon III in hohen Ausbeuten. Im Verlauf der Acylierungsreaktion gegebenenfalls 
gebildetes 1-Thien-2-yl-propenon II wird im wesentlichen vollstandig in das 3-Halogen- 
(thien-2-yl)-1 -propanon III OberfQhrt, so dass das Reaktionsgemisch hochstens 1 Mol- 
% f besonders bevorzugt hochstens 0,5 Mol-% Propenon II, bezogen auf die Ausbeute 
an 3-Halogen-(thien-2-yl)-1 -propanon III, enthalt. 

25 

Die Reduktion des Propanons III in Schritt b) gelingt beispielsweise mit einem Metall- 
oder Halbmetallhydrid oder mit Wasserstoff in Gegenwart eines geeigneten Ober- 
gangsmetallkatalysators. 

30 Geeignete Metall- Oder Halbmetallhydride sind sowohl die neutralen als auch die kom- 
plexen Hydride von Metallen bzw. Halbmetallen. GQnstigerweise verwendet man Me- 
tall- oder Halbmetallhydride, die sich bei der Reduktion von Ketonen zu Alkoholen be- 
wahrt haben. Vorzugsweise handelt es sich um die Hydride des Bors oder des Alumi- 
niums. 

35 

Geeignete neutrale Hydride sind beispielsweise Boran (BH 3 ; B 2 H8), Alan (AIH 3 ) f Silan 
(SiH 4 ), Mono- und Dialkylborane, wie Bis(3-methylbut-2-yl)boran (Disiamylboran) oder 
9-Borabicyclo[3.3.1]nonan (9-BBN), Mono- und Dialkylaluminiumverbindungen, wie 
Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL-H), und Trialkylsilane, wie Trimethylsilan oder 
40 Triethylsilan. 

Geeignete komplexe Hydride sind beispielsweise komplexe Borhydride, wie Natriurn- 
borhydrid (NaBH 4 ), Lithiumborhydrid (LiBH 4 ) oder Calciurnborhydrid Ca[BH 4 ] 2l komple- 
xe Aluminiumhydride, wie Lithiumaluminiumhydrid(LiAIH 4 ), komplexe Alkyl- oder Alko- 
45 xyborhydride, wie Lithiumtriethylborhydrid oder Kaliumtriisopropoxyborhydrid 

(KB[OCH(CH 3 )2] 3 H), oder komplexe Alkyl- oder Alkoxyaluminiumhydride, wie Natrium- 
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diethylaluminiumhydrid, Lithiumbis(2-methoxyethoxy)aluminiumhydrid (Li- 
AI[OC 2 H 4 OCH3]2H2), Natriumbis(2-methoxyethoxy)aIuminiumhydrid 
(NaAI[OC 2 H 4 OCH3]2H2; "RedAI") oder Lithiumaluminiumtris(tert-butoxy)hydrid (Li- 
AI[OC(CH 3 ) 3 ]3H) und dergleichen. 

5 

Fur die Reduktion mit Metall- oder Halbmetallhydriden geeignete Losungsmittel han- 
gen insbesondere vom verwendeten Reduktionsmittel ab und sollten selbstverstandlich 
keine Gruppen enthalten, die unter den Reaktionsbedingungen ebenfalls reduziert 
werden. So fuhrt man die Reduktion mit den vorstehend genannten Hydriden vorzugs- 

10 weise in aprotischen Losungsmitteln ohne funktionelle Gruppen, die unter den gege- 
benen Reaktionsbedingungen reduzierbar sind, durch. Beispiele hierfur sind aromati- 
sche und aliphatische Kohlenwasserstoffe, beispielsweise C 5 -C 8 -Alkane und C 5 -C 8 - 
Cycloalkane, wie Pentan, Hexan, Heptan, Cyclopentan, Cyclohexan und Cyclooctan, 
Aromaten, wie Benzol, Toluol, Nitrobenzol, Chlor- und Dichlorbenzol, weiterhin offen- 

15 kettige und cyclische Ether mit 4 bis 8 Kohlenstoffatomen, wie Diethylether, Methyl- 
tert-butylether, Tetrahydrofuran oder Dioxan, ferner chlorierte Kohlenwasserstoffe, 
insbesondere Halogenalkane, wie Chlormethan, Dichlormethan, Chloroform, Tetra- 
chlorkohlenstoff, Di- oder Trichlorethan. Geeignet sind auch Gemische der vorstehend 
genannten Losungsmittel. Vorzugsweise verwendet man die vorstehend genannten 

20 aromatischen Kohlenwasserstoffe, Ether oder Halogenkohlenwasserstoffe. 

Die Reduktion mit einigen der oben genannten kornplexen Hydride, insbesondere mit 
weniger reaktiven Hydriden, wie Natriumborhydrid, gelingt auch in Gegenwart proti- 
scher Losungsmittel, z.B. von d-Ca-Alkoholen, wie Methanol, Ethanol, Propanol oder 

25 Isopropanol, oder sogar in wassriger Losung. In diesem Fall verwendet man vorzugs- 
weise ein Gemisch aus wenigstens einem der zuvor genannten aprotischen Losungs- 
mittel und wenigstens einem Alkohol. Da die Hydride in basischen protischen Losun- 
gen stabiler sind, erfolgt die Umsetzung bei Verwendung protischer Losungsmittel vor- 
zugsweise in Gegenwart einer geeigneten Base. Geeignete Basen sind beispielsweise 

30 Alkalimetallhydroxide, wie Natrium- oder Kaliumhydroxid, oder Alkylimetallcarbonate, 
wie Natrium- oder Kaliumcarbonat. Vorzugsweise verwendet man Natriumhydroxid. 

Die Reduktion mit vielen der zuvor genannten Metall- oder Halbmetallhydride verlauft 
haufig exotherm, so dass die Umsetzung geeigneterweise unter AbfQhrung der Reak- 

35 tionswarme, d.h. unter Kuhlung durchgefuhrt wird. Die Reaktionstemperatur betragt 
vorzugsweise -50 bis 40 °C, besonders bevorzugt -30 bis 30 °C und insbesondere - 
20 bis 20 °C. Die Reduktion kann nach Qblichen Verfahren des Standes der Technik 
durchgefuhrt werden, wie sie beispielsweise in Organikum, VEB Deutscher Verlag der 
Wissenschaften, 17. Auflage, 1988, S. 492 ff. beschrieben sind. Dabei legt man in der 

40 Regel das Propanon III vor und gibt das Reduktionsmittel portionsweise zu. Es ist je- 
doch auch moglich, Propanon III und Reduktionsmittel gleichzeitig portionsweise zu- 
zugeben. 

Die Reduktion des Propanons III gelingt beispielsweise auch mit einem Aluminiumal- 
45 koholat. Die Reduktion von Ketonen mit einem Aluminiumalkoholat bezeichnet man 
ublicherweise auch als Meerwein-Ponndorf-Verley-Reduktion. Dabei wird ein Keton in 
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den entsprechenden Alkohol uberfuhrt und das Alkoholat wird gleichzeitig zum ent- 
sprechenden Aldehyd (bei Alkoholaten primarer Alkohole) bzw. Keton (bei Alkoholaten 
sekundarer Alkohole) oxidiert. Die Durchfuhrung der Reaktion kann nach bekannten 
Verfahren erfolgen, wie sie beispielsweise in Organikum, VEB Deutscher Verlag der 
5 Wissenschaften, 17. Auflage, 1988, S. 486 ff. beschrieben sind. 

Die Reduktion des Propanons III gelingt auBerdem auch durch katalytische Hydrie- 
rung, d.h. durch Umsetzung des Propanons III mit Wasserstoff in Gegenwart geeigne- 
ter Obergangsmetallkatalysatoren. Zu den geeigneten 0 bergangsmetallen zahlen die 

10 Metalle der Nebengruppen VIII, VI und I, insbesondere Platin, Ruthenium, Kupfer, 
Chrom und Nickel. Die Katalysatoren mussen selbstverstandlich so gewahlt werden, 
dass sie die Hydrierung der Thiophengruppe nicht katal/sieren. Die Katalysatoren 
konnen sowohl als Heterogen- als auch als Homogenkatalysatoren eingesetzt werden. 
Geeignete Verfahren sind prinzipiell bekannt und beispielsweise in Transition Metals in 

15 Organic Synthesis. M. Beller, C. Bolm, Wiley-VCH, Weinheim, 1998, Band 2, Seite 1 
ff. (Homogenkatalysatoren) bzw. Seite 81 ff. (Heterogen katalysatoren) beschrieben. 

Die Reduktion in Schritt b) erfolgt vorzugsweise mit einern Metall- Oder Halbmetallhyd- 
rid und besonders bevorzugt mit einem der vorstehen genannten komplexen Metall- 
20 Oder Haibmetallhydride. Speziell setzt man Natriumborhydrid ein. 

Mit den vorstehend beschriebenen nicht asymmetrischen Reduktionsmitteln wird das 
prochirale 3-Halogen-1-(thien-2-yl)-propan-1-on III vornehmlich zu dem racemischen 
Alkohol IV reduziert. Die nachfolgende Umsetzung mit Methylamin fuhrt entsprechend 
25 zum racemischen 3-Methylamino-1-(thien-2-yl)-propan-1 -ol I. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform dient das erfindungsgemaUe Verfahren zur 
Herstellung von (S)-3-Methylamino-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol der Formel l-S 



30 




NHCH 3 (l-S) 



OH 



35 bzw. des Gemischs mit seinem R-Enantiomer I-R, wobei das Enantiomer l-S im Ge- 
misch uberwiegt, wobei man die Reduktion in Schritt b) in Gegenwart eines chiralen 
Reduktionsmittels Oder eines chiralen Katalysators durchfuhrt, welche eine Selektivitat 
bezuglich der Bildung von (S)-3-Methylamino-1-(thien-2-yl)propan-1-ol l-S aufweisen. 

40 Hierbei wird das prochirale Halogenpropanon III in Schritt b) enantioselektiv zum S- 
Halogenpropanol der Formel IV-S 



45 




(IV-S) 



9 



WO 2005/033094 PCT/EP2004/010939 

bzw. zu einem Gemisch aus S- und R-Enantiomer, in welchem das S-Enantiomer u- 
berwiegt, reduztert. Zu diesem Zweck setzt man in Schritt b) als Reduktionsmittel bei- 
spielsweise ein asymmetrisches Metall- oder Halbmetallhydrid Oder fuhrt die Reduktion 
in Gegenwart einer asymmetrische Induktion vermittelnden Verbindung durch. 

Bei den asymmetrischen Metall- oder Halbmetallhydriden handelt es sich vorzugswei- 
se um asymmetrische Aluminium-, Bor- oder Siliciumhydride. Geeignete asymmetri- 
sche Borhydride sind beispielsweise in E. J. Corey, C. J. Helal, Angew. Chem. 1998, 
110, 2092-2118 oder in M. M. Midland, L. A. Morell, Methoden Org. Chem., Houben- 
10 Weyl, 4. Aufl., Band E 21d, S. 4082-4098, 1995 beschrieben, worauf hiermit in vollem 
Umfang Bezug genommen wird. Geeignete asymmetrische Siliciumhydride sind unter 
anderem in H. Brunner, Methoden Org. Chem., Houben-Weyl, 4. Aufl., Band E21d, S. 
4074-4081, 1995 beschrieben, worauf ebenfalls in vollem Umfang Bezug genommen 
wird. 

15 

Unter asymmetrische Induktion vermittelnde Verbindungen versteht man im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung solche, die durch Beeinflussung des eigentlichen Redukti- 
onsmittels, z.B. durch Bindungsbildung oder Komplexbildung mit dem Reduktionsmittel 
oder durch Aufnahme eines Wasserstoffatoms oder eines anderen reduktiven Be- 
20 standteils aus dem Reduktionsmittel, die Reduktion des Propanons III enantioselektiv 
gestalten. Die asymmetrische Induktion vermittelnden Verbindungen selbst sind in der 
Regel nicht reduzierend. 

Hierzu gehoren zum einen asymmetrische Hydrierkatalysatoren. Bei der asymmetri- 
25 schen Hydrierung dient Wasserstoff als eigentliches Reduktionsmittel, wahrend der 
asymmetrische Katalysator die enantioselektive Bildung eines der moglichen Enantio- 
mere begQnstigt. Die Hydrierung kann sowohl in heterogener als auch in homogener 
Phase erfolgen. Geeignete Katalysatoren fur die asymmetrische Hydrierung in hetero- 
gener Phase sind beispielsweise in A. Baiker, H. U. Blaser in Handbook of Heteroge- 
30 neous Catalysis, Band 5 (Herausgeber G. Ertl, H. Knorzinger, J.Weitkamp), Wiley- 
VCH, Weinheim, 1997, 2422-2436, auf die hiermit in vollem Umfang Bezug genom- 
men wird, beschrieben. 

Von grdlierer Bedeutung sind jedoch Katalysatoren fur die Hydrierung in homogener 
35 Phase. Besonders geeignet sind Katalysatoren, die ein Metall der Nebengruppe VIII, 
z.B. Platin oder Ruthenium, insbesondere Ruthenium, und wenigstens einen phos- 
phorhaltigen Liganden enthalten. Geeignete Katalysatoren sind beispielsweise in R. 
Noyori, T. Ohkuma, Angew. Chem. 2001, 113, 40-75 beschrieben, auf die hiermit in 
vollem Umfang Bezug genommen wird. Insbesondere sind Ruthenium(ll)- 
40 Diaminkomplexe geeignet, in denen das Ruthenium aulSerdem an einen zweizahnigen 
chiralen Diphosphanliganden gebunden ist. Beispiele fOr Diphosphanliganden, die fur 
die Reduktion des Halogenpropanons III zum S-Halogenpropanol IV-S geeignet sind, 
sind (R)-BINAP der Formel A, (R.R)-DIOP der Formel B und (R.R)-CHIRAPHOS der 
Formel C 

45 
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5 




10 A B C 

Ar = Phenyl (BINAP) Ph = Phenyl 

4-Methylphenyl (ToIBINAP) 
3,5-Dimethylphenyl (XylBINAP) 

15 

AuRerdem enthalten besonders bevorzugte Katalysatoren einen Diaminliganden. Bei- 
spiele fur geeignete Diaminliganden sind 1,2-Ethylendiamin, 1,2-Diphenyl-1,2- 
Ethylendiamin und 1,2-Cyclohexandiamin in ihren enantiorneren Formen. 

20 Die Hydrierung erfolgt in der Regel unter den zuvor beschriebenen Bedingungen. 

Eine besonders bevorzugte asymmetrische Induktion verrnittelnde Verbindung ist das 
Oxazaborylidin der Formel D 



25 




30 

worin R fQr d-C^AIkyl, wie Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl, n-Butyl, sec-Butyl, Isobutyl 
oder tert-Butyl und insbesondere fur Methyl steht. 

Mit diesem Reagenz sind prochirale Ketone mit hoher Enantioselektivitat in sekundare 
35 Alkohole Qberfuhrbar (E. J. Corey, Pure Appl. Chem. 62, 1209, 1990; E. J. Corey, J. O. 
Link, J. Am. Chem. Soc. 114, 1906, 1992). Als eigentliches Reduktionsmittel dienen 
Borane, z.B. BH 3 , Dialkylborane, Dialkoxyborane oder Diaryloxyborane. Die Umset- 
zung des Chlorpropanons 111,1 mit dem Oxazaborylidin D (R = Methyl) und BH 3 zum S- 
Chlorpropanol IV.1-S wurde bereits von W. J. Wheeler und F. Kuo in Journal of Label- 
40 led Compounds and Radiopharmaceuticals, Band XXXVI, Nr. 3, S. 213-223 beschrie- 
ben. 

Bei der Reduktion wird das Oxazaborylidin in der Regel in katalytischen Mengen ein- 
gesetzt Das Boran wird in wenigstens aquimolaren Mengen, bezogen auf das Halo- 
45 genpropanon III, vorzugsweise jedoch im Oberschuss verwendet. Die Reaktion erfolgt 
meist in geeigneten Losungsmitteln. Geeignete Losungsmittel sind aprotische Lo- 
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sungsmittel, die keine unter den gegebenen Reaktionsbedingungen reduzierbare 
Gruppen besitzen. Hierzu zahlen insbesondere die zuvor genannten Halogenalkane, 
Aromaten und cyclischen oder acyclischen Ether. Bevorzugt verwendet man Ether, 
wobei Tetrahydrofuran besonders bevorzugt ist. Die Reaktionstemperatur betragt vor- 
5 zugsweise -80 bis 20 °C, besonders bevorzugt -30 bis 10 °C. Die Durchfuhrung er- 
folgt in der Regel so, dass man das Oxazaborylidin im Losungsmittel vorlegt und bei 
der gewunschten Reaktionstemperatur entweder zuerst das Boran und anschlie&end 
das Halogenpropanon III oder umgekehrt zuerst das Halogenpropanon III und an- 
schlieBend das Boran zufiigt, wobei der erste Zugabemodus bevorzugt ist. Die Reakti- 
10 onsdauer ist unter anderem von der AnsatzgroBe abhangig und kann im Einzelfall vom 
Fachmann bestimmt werden. 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, dass die enantioselektive Reduktion des 
Propanons III zum S-Halogenpropanol IV-S auf enzymkatalysierem Weg , insbesonde- 
15 re in Gegenwart einer Dehydrogenase, gut gelingt. In einer weiteren bevorzugten Aus- 
fuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens wird daher eine Dehydrogenase als 
Reduktionsmittel eingesetzt. 

Nach beendeter Reduktion wird im erfindungsgemaSen Verfahren je nach verwende- 
20 tern Reduktionsverfahren der eingesetzte Katalysator bzw. QberschQssiges Redukti- 
onsmittel gegebenenfalls desaktiviert bzw. entfernt. Bei der Verwendung von Metall- 
oder Halbmetallhydriden erfolgt dies in der Regel durch Hydrolyse, beispielsweise mit 
einer wassrigen oder alkoholischen Losung. Auch bei der Verwendung homogener 
Hydrierungskatalysatoren oder bei der Reduktion mit Aluminiumalkoholaten wird haufig 
25 hydrolytisch aufgearbeitet. Erfolgt die Reduktion in Form einer katalytischen Hydrie- 
rung in heterogener Phase oder mit einem Enzym als Reduktionsmittel, so kann der 
Katalysator bzw. das Enzym durch physikalische Trennung, z.B. durch Abdekantieren 
oder Filtration entfernt werden. Bei der Verwendung homogener Reduktionssysteme, 
insbesondere bei der Reduktion mit Metall- oder Halbmetallhydriden, wird vorzugswei- 
30 se jedoch zunachst nicht desaktiviert. 

Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, wenn man nach der Reduktion das erhaltene Ha- 
logenpropanol IV nicht isoliert, sondern direkt mit Methylamin zum 3-Methylamino-1- 
(thien-2-yl)-propan-1-ol I umgesetzt. Hierzu wird das gegebenenfalls desaktivierte bzw. 

35 von heterogenen Reduktionssystemen abgetrennte Reaktionsgemisch mit Methylamin 
versetzt und vorzugsweise bei erhohter Temperatur, beispielsweise bei 30 bis 80 °C, 
insbesondere bei 50 bis 70 °C, umgesetzt. Das Methylamin kann entweder gasformig 
oder als wassrige Losung eingesetzt werden, wobei die Verwendung als wassrige Lo- 
sung bevorzugt ist. Vorzugsweise wird es in einer Menge von 1 bis 100 Molaquivalen- 

40 ten, besonders bevorzugt von 5 bis 10 Molaquivalenten, bezogen auf die Menge des 
eingesetzten Halogenpropanon III, eingesetzt. Die Umsetzung erfolgt vorzugsweise 
bei einem Druck von 1 bis 250 bar und insbesondere unter dem Eigendruck, den das 
System selbst erzeugt 

45 Nach erfolgter Umsetzung mit Methylamin wird das Reaktionsgemisch in Qblicher Wei- 
se aufgearbeitet. Hierzu wird, falls das nicht schon vor der Methylamin-Zugabe erfolg- 



12 



WO 2005/033094 



PCT/EP2004/010939 



te, der Katalysator bzw. das Reduktionsmittel wie bereits beschrieben desaktiviert und 
abgetrennt, das Losungsmittel wird entfernt und aus dem RQckstand wird sauberes 
Methylaminopropanol I beispielsweise durch Kristallisation, Digerieren, Extraktion oder 
Chromatographie isoliert. 

5 

Mit dem erfindungsgemaRen Verfahren ist 3-Methylamino-1-(thien-2-yl)-propan-1-oI I 
in guten Ausbeuten erhaltlich. Insbesondere sind in Schritt a) des Verfahrens keine 
teuren oder aufwandig handzuhabenden Reagenzien Oder Losungsmittel erforderlich 
und das Halogenpropanon III entsteht in sehr hohen Ausbeuten. In Schritt b) wird die 

10 Isolierung des empfindlichen Halogenpropanols IV und ein damit verbundener Ausbeu- 
teverlust bzw. die schwierige Handhabung des Halogenpropanols IV vermieden. Au- 
(ierdem ist mit dem erfindungsgema&en Verfahren das S-Enantiomer des Methylami- 
nopropanols I-S, welches fur die weitere Umsetzung zu Duloxetine wesentlich ist, se- 
lektiv erhaltlich, wenn in Schritt b) die Reduktion mit einem chiralen Reduktionsmittel 

1 5 erfolgt. 

Ein weitere Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft auSerdem ein Verfahren 
zur Herstellung von (S)-3-MethyIamino-1-(thien-2-yl)-propan-1-oI der Formel l-S, bei 
dem man ein 3-Halogen-1-(thien-2-yl)-propan-1-on III enantioselektiv reduziert wird, 
20 dadurch gekennzeichnet, dass die Reduktion in Gegenwart einer Dehydrogenase er- 
folgt. In einer bevorzugten AusfQhrungsform des Verfahrens wird das dabei erhaltene 
(S)-3-HaIogen-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol IV-S ohne Isolierung mit Methylamin umge- 
setzt. Bezuglich geeigneter und bevorzugter Dehydrogenasen und der Durchfuhrung 
des Verfahrens wird auf die foigenden AusfQhrungen ausdrucklich verwiesen. 

25 

Biochemische Ausfuhrunqsformen: 

Geeignete Dehydrogenasen (EC 1.1. X.X) sind vor allem Dehydrogenasen (E.C. 
1.1.1.x) insbesondere Alkohol Dehydrogenasen (E.C. 1.1 .1.1 oder E.C. 1.1. 1.2), welche 

30 die selektive Reduktion des Halogenpropanons III zum S-Halogenpropanol IV-S bewir- 
ken. Die Dehydrogenase wird bevorzugt aus einem Mikroorganismus, besonders be- 
vorzugt aus einem Bakterium, einem Pilz, insbesondere einer Hefe, jeweils hinterlegt 
in Stammsammlungen oder erhaltlich aus Isolaten naturlicher Quelle, wie Bodenpro- 
ben, Biomasseproben und dergleichen gewonnen. Insbesondere stammt die Dehydro- 

35 genase aus einer Hefe oder einem Milchsaurebakterium. 

Die Dehydrogenase kann in gereinigter oder teilweise gereinigter Form oder in Form 
des Mikroorganismus selbst verwendet werden. Verfahren zur Gewinnung und Aufrei- 
nigung von Dehydrogenasen aus Mikroorganismen sind dem Fachmann hinreichend 
40 bekannt, z.B. aus K. Nakamura & T. Matsuda, „Reduction of Ketones" in K. Drauz und 
H. Waldmann, Enzyme Catalysis in Organic Synthesis 2002, Vol. Ill, 991-1032, Wiley- 
VCH, Weinheim. Rekombinante Verfahren zur Erzeugung von Dehydrogenasen sind 
ebenfalls bekannt, beispielsweise aus W. Hummel, K. Abokftse, K. Drauz, C. Rollmann 
und H. Groger, Adv. Synth. Catal. 2003, 345, Nr. 1 + 2, S. 153-159. 

45 



13 



WO 2005/033094 



PCT/EP2004/010939 



Geeignete Bakterien sind beispielsweise solche der Gattung Pseudomonas, Burkhol- 
deria, Agrobacterium, Rhodococcus, Lactobacillus oder Lactococcus. Geeignete Hefen 
sind beispielsweise solche der Gattung Geotrichum, Pichia, Candida, Hansenula oder 
Saccharomyces. 

5 

Besonders bevorzugt werden Dehydrogenasen aus Hefen und Milchsaurebakterien 
eingesetzt. Hierunter bevorzugt sind Dehydrogenasen, die aus Hefen der Gattung Ge- 
otrichum oder Candida oder die aus Milchsaurebakterien der Gattung Lactobacillus 
oder Lactococcus gewonnen werden. 

10 

Beispiele fQr Lactobacillus-Arten sind L. brevis, L. kefir, L. plantarum, L. casei, L. aci- 
dophilus, L. delbrueckii und L. sanfrancisco. 

Beispiele fQr Candida-Arten sind C. magnoliae, C. rugosa, C. utilis, C. boidinii, C. pa- 
15 rapsilosis und C. antarctica. 

Beispiele fur Geotrichum-Arten sind G. candidum, G. clavatum und G. fermentans. 

Besonders bevorzugt verwendet man Dehydrogenasen aus Candida magnoliae, Ge- 
20 otrichum candidum oder Lactobacillus brevis. 

Gblicherweise erfolgt die Reduktion mit der Dehydrogenase in Gegenwart eines ge- 
eigneten Coenzyms (auch als Cofaktor bezeichnet). Als Coenzym fur die Reduktion 
des Ketons dient Gblicherweise NADH und/oder NADPH. Daneben konnen Dehydro- 
25 genasen als zellulare Systeme eingesetzt werden, die inherent Cofaktor enthalten, 
oder alternative Redoxmediatoren zugesetzt werden (A. Schmidt, F. Hollmann und B. 
BQhler „Oxidation of Alcohols" in K. Drauz und H. Waldmann, Enzyme Catalysis in Or- 
ganic Synthesis 2002, Vol.lll, 991-1032, Wiley-VCH, Weinheim). 

30 Oblicherweise erfolgt die Reduktion mit der Dehydrogenase auBerdem in Gegenwart 
eines geeigneten Cosubstrats, welches in der Regel als Reduktionsmittel fur das im 
Verlauf der Reduktion oxidierte Coenzym fungiert und diese somit regeneriert. Beispie- 
le fur geeignete Cosubstrate sind Zucker, insbesondere die Hexosen, wie Glucose, 
Mannose, Fructose, und/oder oxidierbare Alkohole, insbesondere Ethanol, Propanol 

35 oder Isopropanol, sowie Formiat. Zur Oxidation des Cosubstrates und damit verbun- 
den zur Regeneration des Coenzyms kann eine zweite Dehydrogenase, wie z.B. Glu- 
cose Dehydrogenase bei Verwendung von Glucose als Cosubstrat, zugesetzt werden. 
Diese kann als freies oder immobilisiertes Enzym oder in Form von freien oder 
immobilisierten Zellen eingesetzt werden. Ihre Herstellung kann sowohl separat als 

40 auch durch Coexpression in einem (rekombinanten) Dehydrogenase-Stamm erfolgen. 

Die erfindungsgemaS verwendeten Dehydrogenasen konnen frei oder immobilisiert 
eingesetzt werden. Unter einem immobilisierten Enzym versteht man ein Enzym, das 
an einen inerten TrSger fixiert ist. Geeignete Tragermaterialien sowie die darauf im- 
45 mobilisierten Enzyme sind aus der EP-A-1 149849, EP-A-1 0S9 183 und der DE-OS 
100193773 sowie aus den darin zitierten Literaturstellen bekannt. Auf die Offenbarung 
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dieser Schriften wird diesbeziiglich in vollem Umfang Bezug genommen. Zu den ge- 
eigneten Tragermaterialien gehoren beispielsweise Tone, Tonmineralien, wie Kaolinit, 
Diatomeenerde, Perlit, Siliciumdioxid, Aluminiumoxid, Natriumcarbonat, Calciumcarbo- 
nat, Cellulosepulver, Anionenaustauschermaterialien, synthetische Polymere, wie Po- 
5 lystyrol, Acrylharze, Phenolformaldehydharze, Polyurethane und Polyolefine, wie Poly- 
eihyien und Poiypropyien. Die Tragermaterialien werden zur Herstellung der getrager- 
ten Enzyme ublicherweise in einer feinteiligen, partikelformigen Form eingesetzt, wobei 
porose Formen bevorzugt sind. Die PartikelgroRe des Tragermaterials betragt Ubli- 
cherweise nicht mehr als 5 mm, insbesondere nicht mehr als 2 mm (Sieblinie). Analog 

10 kann bei Einsatz der Dehydrogenase als Ganzzell-Katalysator eine freie oder immobi- 
liserte Form gewahlt werden. Tragermaterialien sind z.B. Ca-Alginat, und Carragee- 
nan. Enzyme wie auch Zellen konnen auch direkt mit Glutaraldehyd vernetzt werden 
(Cross-linking zu CLEAs). Entsprechende und weitere 1 mmobilisierungsverfahren sind 
beispielsweise in J. Lalonde und A. Margolin Jmmobilization of Enzymes 0 in K. Drauz 

15 und H. Waldmann, Enzyme Catalysis in Organic Synthesis 2002, Vol. Ill, 991-1032, 
Wiley-VCH, Weinheim beschrieben. 

Die Reduktionsreaktion kann in wassrigen oder nichtwassrigen Reaktionsmedien oder 
in 2-Phasensystemen oder (Mikro-)Emulsionen erfolgen. Bei den wassrigen Reakti- 
20 onsmedien handelt es sich vorzugsweise um gepufferte Losungen, die in der Regel 
einen pH-Wert von 5 bis 8, vorzugsweise von 6 bis 8, aufweisen. Das wassrige L6- 
sungsmittel kann neben Wasser auBerdem wenigstens einen Alkohol, z.B. Ethanol 
oder Isopropanol enthalten. 

25 Unter nicht-wassrigen Reaktionsmedien sollen Reaktionsmedien verstanden werden, 
die weniger als 1 Gew.-%, vorzugsweise weniger als 0,5 Gew.-% Wasser, bezogen 
auf das Gesamtgewicht des Reaktionsmediums, enthalten. Vorzugsweise wird die 
Umsetzung in einem organischen Losungsmittel durchgefuhrt. Geeignete Losungsmit- 
tel sind beispielsweise aliphatische Kohlenwasserstoffe, vorzugsweise mit 5 bis 8 Koh- 

30 lenstoffatomen, wie Pentan, Cyclopentan, Hexan, Cyclohexan, Heptan, Octan oder 
Cyclooctan, halogenierte aliphatische Kohlenwasserstoffe, vorzugsweise mit einem 
oder zwet Kohlenstoffatomen, wie Dichlormethan, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, 
Dichlorethan oder Tetrachlorethan, aromatische Kohlenwasserstoffe, wie Benzol, To- 
luol, die Xylole, Chlorbenzol oder Dichlorbenzol, aliphatische acyclische und cyclische 

35 Ether, vorzugsweise mit 4 bis 8 Kohlenstoffatomen, wie Diethylether, Methyl-tert- 
butylether, Ethyl-tert-butylether, Dipropylether, Diisopropylether, Dibutylether, Tetra- 
hydrofuran oder Ester wie Ethylacetat oder n-Butylacetat oder Ketone wie Methylisobu- 
tylketon oder Dioxan oder Gemische davon. Besonders bevorzugt werden die vorge- 
nannten Ether, insbesondere Tetrahydrofuran, verwendet 

40 

Beispielsweise wird die Reduktion mit der Dehydrogenase in einem wassrig- 
organischen, insbesondere wassrigen Reaktionsmedium durchgefOhrt. 

Das Halogenpropanon III wird vorzugsweise in einer Konzentration von 0,1 g/l bis 500 
45 g/l, besonders bevorzugt von 1 g/l bis 50 g/l in die enzymatische Reduktion eingesetzt 
und kann kontinuierlich oder diskontinuierlich nachgefuhrt werden. 
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Die enzymatische Reduktion erfolgt in der Regel bei einer Reaktionstemperatur unter- 
halb der Desaktivierungstemperatur der eingesetzten Dehydrogenase und vorzugs- 
weise bei wenigstens -10 °C. Besonders bevorzugt liegt sie im Bereich von 0 bis 100 
5 °C. insbesondere von 1 5 bis 60 °C und speziell von 20 bis 40 °C, z.B. bei etwa 30 °C. 

Zur Durchfuhrung kann man beispielsweise das Halogenpropanon III mit der Dehydro- 
genase, dem Losungsmittel und gegebenenfalls den Coenzymen, gegebenenfalls ei- 
ner Hilfs-Dehydrogenase zur Regenerierung des Coenzyms und/oder weiteren Co- 

10 substraten vorlegen und das Gemisch durchmischen, z. B. durch RCihren oder SchOt- 
teln. Es ist aber auch moglich, die Dehydrogenase^) in einem Reaktor, beispielsweise 
in einer Saule, zu immobilisieren, und durch den Reaktor eine das Halogenpropanon III 
und gegebenenfalls Coenzyme und/oder Cosubstrate enthaltende Mischung zu leiten. 
Hierzu kann man die Mischung im Kreislauf durch den Reaktor leiten bis der ge- 

15 wunschte Umsatz erreicht ist. Dabei wird die Ketogruppe des Halogenpropanons III zu 
einer OH-Gruppe reduziert, wobei im Wesentlichen selektiv das S-Enantiomer des 
Halogenpropanols IV-S entsteht. In der Regel wird man die Reduktion bis zu einem 
Umsatz von wenigstens 70 %, besonders bevorzugt von wenigstens 85 % und insbe- 
sondere von wenigstens 95%, bezogen auf das in der Mischung enthaltene Halo- 

20 genpropanon III fuhren. Das Fortschreiten der Reaktion, d. h. die sequentielle Reduk- 
tion des Ketons, kann dabei durch Obliche Methoden wie Gaschromatographie verfolgt 
werden. 

Besonders bevorzugt werden als Dehydrogenasen im erfindungsgemalien Verfahren 
25 Alkohol-Dehydrogenasen mit wenigstens einer der folgenden Eigenschaften einge- 
setzt: 

Alkohol Dehydrogenasen, mit einer Aminosauresequenz, die irn Bereich des N- 
Terminus a) eine Aminosaureteilsequenz von wenigstens 5, 6, 7 oder 8, vorzugsweise 

30 wenigstens 10, wie z.B. 10, 11, 12, 13, 14, oder 15, aufeinanderfolgenden Aminosau- 
reresten gemaB SEQ ID NO: 1 umfasst, wobei vorzugsweise zusatzlich die der Ammo- 
saureposition 12 gemaB SEQ ID NO:1 entsprechende Position fOr Valin steht; oder b) 
eine Aminosaureteilsequenz von wenigstens 5, 6, 7 oder 8, vorzugsweise wenigstens 
10, wie z.B. 10, 11, 12, 13, 14, oder 15, aufeinanderfolgenden Aminosaureresten ge- 

35 mali SEQ ID NO: 2 umfasst; und funktionale Aquivalente davon. 

Alkohol Dehydrogenasen welche zur Reduktion von 3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1-on 
zu (S)-3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol befahigt ist. 

40 Alkohol Dehydrogenasen, welche die Reduktion in einer Enantiomerenreinheit von 

wenigstens wenigstens 85 % ee (in Gegenwart von NADH und/oder NADPH; bei 30°C 
und pH 6.0) katalysiert. 

Alkohol Dehydrogenasen, welche von einer Nukleinsauresequenz, umfassend SEQ ID 
45 NO:3, kodiert werden, oder welche eine Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO: 4 
oder wenigstens eine Teilsequenz gemaR Figur 3 umfassen, und vorzugsweise aus 
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Lactobacillus brevis erhaltlich sind; sowie die davon abgeleiteten funktional aquivalen- 
ten Alkohol Dehydrogenasen. 

Alkohol Dehydrogenasen, welche von einer Nukleinsauresequenz, umfassend SEQ ID 
5 NO:5, kodiert werden, oder welche eine Aminosauresequenz, umfassend SEQ ID NO: 
6, aufweisen, und vorzugsweise aus Candida magnoliae (ATCC 1 2573) erhaiiiich sind; 
sowie die davon abgeleiteten funktional aquivalenten Alkohol Dehydrogenasen. 

Ein weitere Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch eine (S)-3-Chlor-1-(thien- 
1 0 2-yl)-propan-1 -ol-Dehydrogenase mit wenigstens einer der vorstehend aufgef uhrten 
Eigenschaften. 

Vorzugsweise liegt derTemperatur-Stabilitatsbereich der Dehydrogenase bei 10 bis 80 
°C Das Temperatur-Optimum ihrer Aktivitat liegt vorzugsweise im Bereich von 20 bis 
1 5 60 °C, besonders bevorzugt von 25 bis 40 °C. Der Stabilitatsbereich fOr den pH liegt 
vorzugsweise bei pH 4 bis 1 0 . Der optimale pH fur die Dehydrogenierung liegt vor- 
zugsweise im Bereich von pH 5 bis 8 . 

Des weiteren ist die erfindungsgemaBe Dehydrogenase vorzugsweise zur Dehydroge- 
20 nierung von (S)-3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol zu 3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1- 
on in Gegenwart von NAD* oder NADP* befahigt. Bevorzugt weist sie ein Molekular- 
gewicht im Bereich von 30 ± 2 kDalton auf. 

AuBerdem ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung eine Nukleinsauresequenz, um- 
25 fassend die kodierende Sequenz fur die erfindungsgemaBe Dehydrogenase oder eine 
kodierende Teilsequenz. Ein nichtlimitierendes Beispiel dafiir ist die in SEQ ID NO: 3 
oder 6 dargestellte Seqeuenz. 

Ferner ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung eine Expressionskassette, umfas- 
30 send in operativer Verknupfung mit wenigstens einer regulativen Nukleinsauresequenz 
die erfindungsgemaBe Nukleinsauresequenz. 

Des weiteren ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung ein rekombinanter Vektor, 
umfassend wenigstens eine erfindungsgemaBe Expressionskassette. 

35 

AuBerdem ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung ein prokaryontischer oder euka- 
ryontischer Wirt, transformiert mit wenigstens einem erfindungsgemaBen Vektor. 

SchlieBlich ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung die Verwendung der erfin- 
40 dungsgemaBen Dehydrogenase oder eines diese Dehydrogenase produzierenden 
Mikroorganismus zur Herstellung von (S)-3-Halogen-1 -(thien-2-yl)-propan-1 -ol und 
insbesondere zur Herstellung von Duloxetine. 

Weitere Abwandlunaen erfindunasaemaBer Dehydrogenasen: 
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ErfindungsgemaB mit umfasst sind ebenfalls .funktionale Aquivalente" der konkret 
offenbarten Enzyme mit (S)-3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol-Dehydrogenase - 
Aktivitat und die Verwendung dieser in den erfindungsgemalien Verfahren. 

c c. &„, ,ix fa iante» oder Analoaa der konkret offenbarten Enzyme sind im Rah- 

%J „l UIII\1IVII«IW I »^w.. - — . 

men der voriiegenden Erfindung davon verschiedene Polypeptide, welche weiterhin die 
gewiinschte biologische Aktivitat, wie z.B. Substratspezifitat, besitzen. So versteht man 
beispielsweise unter „funktionalen Aquivalenten" Enzyme, die von 3-Chlor-1-(th.en-2- 
yl)-propan-1-on zum entsprechenden S-Alkohol reduzieren und die mindestens 20 /o, 

10 bevorzugt 50 %. besonders bevorzugt 75 %, ganz besonders bevorzugt 90 % der Akti- 
vitat eines Enzyms, umfassend eine der unter SEQ ID NO:1, 2, 4 oder 6 aufgefuhrten 
oder in Figur 3 dargestellten Aminosauresequenzen, aufweist. Funktionale Aquivalente 
sind auBerdem vorzugsweise zwischen pH 4 bis 10 stabil und besitzen vorteilhaft e.n 
pH-Optimum zwischen pH 5 und 8 sowie ein Temperaturoptimum im Bereich von 

15 20°Cbis80°C. 

Unter „funktionalen Aquivalenten" versteht man erfindungsgemaS insbesondere auch 
Mutanten, welche in wenigstens einer Sequenzposition der oben genannten Aminosau- 
resequenzen eine andere als die konkret genannte Aminosaure aufweisen aber trotz- 

20 dem eine der oben genannten biologischen Aktivitaten besitzen . „Funktionale Aquiva- 
lente" umfassen somit die durch eine oder mehrere Aminosaure-Additionen, - 
Substitutionen, -Deletionen und/oder -Inversionen erhaltlichen Mutanten, wobei die 
genannten Veranderungen in jeglicher Sequenzposition auftreten konnen, solange sie 
zu einer Mutante mit dem erfindungsgemaBen Eigenschaftsprofil fiihren. Funktionale 

25 Aquivalenz 1st insbesondere auch dann gegeben, wenn die Reaktivitatsmuster zwischen 
Mutante und unverandertem Polypeptid qualitativ ubereinstimmen, d.h. beispielsweise 
gleiche Substrate mit unterschiedlicher Geschwindigkeit umgesetzt werden. 

Beispiele fur geeignete Aminosauresubstitutionen sind folgender Tabelle zu entneh- 
30 men: 
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UrsprUnglicher Rest Beispiele der Substitution 

Ala Ser 
Arg Lys 
Asn G'n; His 



Asp 
Cys 



Glu 
Ser 



Gin Asn 
Glu As P 



Gly 



Pro 



His Asn ; Gin 

He Leu '- Val 

Leu »e; Val 

Lys Arg ; Gin ; Glu 

Met Leu ! lle 

Phe Met ; Leu ; Tyr 



Ser 



Thr 



Thr Ser 

Trp Tyr 

Tyr Tr P I Pne 

Val ,le '. Leu 

„Funktionale Aquivalente" im obigen Sinne sind auch „Prakursoren" der beschriebenen 
Polypeptide sowie p funktionale Derivate" und „Salze" der Polypeptide. 

5 „Prakursoren" sind dabei natQrliche oder synthetische Vorstufen der Polypeptide mit 
oder ohne der gewiinschten biologischen Aktiviat. 

Unter dem Ausdruck ..Saize" versteht man sowohl Salze von Carboxylgruppen als auch 
Saureadditionssalze von Aminogruppen der erfindungsgemalien Proteinmolekule. Sal- 

1 o ze von Carboxylgruppen konnen in an sich bekannter Weise hergestellt werden und 
umfassen anorganische Salze, wie zum Beispiel Natrium-, Calcium-, Ammonium-, Ei- 
sen- und Zinksalze, sowie Salze mit organischen Basen, wie zum Beispiel Aminen, wie 
Triethanolamin, Arginin, Lysin, Piperidin und dergleichen. Saureadditionssalze, wie 
zum Beispiel Salze mit Mineralsauren, wie Salzsaure oder Schwefelsaure und Salze 

15 mit organischen Sauren, wie Essigsaure und Oxalsaure sind ebenfalls Gegenstand der 
Erfindung. 

Funktionale Derivate" erfindungsgemaBer Polypeptide konnen an funktionellen Ami- 
"nosaure-Seitengruppen oder an deren N- oder C-terminalen Ende mit Hilfe bekannter 

20 Techniken ebenfalls hergestellt werden. Derartige Derivate umfassen beispielsweise 
aliphatische Ester von Carbonsauregruppen, Amide von Carbonsauregru ppen, erhalt- 
lich durch Umsetzung mit Ammoniak oder mit einem primaren oder sekundaren Amin; 
N-Acylderivatefreier Aminogruppen, hergestellt durch Umsetzung mit Acylgruppen; 
oder O-Acylderivate freier Hydroxygruppen, hergestellt durch Umsetzung mit A- 

25 cylgruppen. 



19 



WO 2005/033094 PCT/EP2004/010939 

lm Falle einer moglichen Proteinglykosylierung umfassen erfindungsgemaSe „funktio- 
nale Aquivalente" Proteine des oben bezeichneten Typs in deglykosylierter bzw. glyko- 
sylierter Form sowie durch Veranderung des Glykosylierungsmusters erhaltliche ab- 
gewandelte Formen. 

5 .. . _ 

"Funktionale Aquivalente" umfassen natQrlicn aucn poiypepuae weicne aus anue.en 

Organismen zuganglich sind, sowie natOrlich vorkommende Varianten. Beispielsweise 
lassen sich durch Sequenzvergleich Bereiche homologer Sequenzregionen festlegen 
und in Anlehnung an die konkreten Vorgaben der Erfindung aquivalente Enzyme ermit- 
10 teln. 

Funktionale Aquivalente" umfassen ebenfalls Fragmente, vorzugsweise einzelne Do- 
manen oder Sequenzmotive, der erfindungsgemaBen Polypeptide, welche z.B. die 
gewQnschte biologische Funktion aufweisen. 

15 

Funktionale Aquivalente" sind auBerdem Fusionsproteine, welche eine der oben ge- 
"nannten Polypeptidsequenzen oder davon abgeleitete funktionale Aquivalente und 
wenigstens eine weitere, davon funktionell verschiedene, heterologe Sequenz in funk- 
tioneiler N- oder C-terminaler VerknQpf ung (d.h. ohne gegenseitigen wesentliche funk- 
20 tionelle Beeintrachtigung der Fusionsproteinteile) aufweisen. Nichtlimitierende Beispie- 
le fQr derartige heterologe Sequenzen sind z.B. Signalpeptide oder Enzyme. 

ErfindungsgemaB mit umfasste .funktionale Aquivalente" sind Homologe zu den kon- 
kret offenbarten Proteinen. Diese besitzen wenigstens 60 %, vorzugsweise wenigstens 

25 75% ins besondere wenigsten 85 %, wie z.B. 90%, 95%, 97% oder 99%, Homologie 
zu einer der konkret offenbarten Aminosauresequenzen, berechnet nach dem Algo- 
rithmus von Pearson und Lipman, Proc. Natl. Acad, Sci. (USA) 85(8), 1988, 2444- 
2448. Eine prozentuale Homologie eines erfindungsgemaBen homologen Polypeptids 
bedeutet insbesondere prozentuale Identitat der Aminosaurereste bezogen auf die 

30 Gesamtlange einer der hierin konkret beschriebenen Aminosauresequenzen. 

Homologe der erfindungsgemaBen Proteine oder Polypeptide k6nnen durch Mutage- 
nese erzeugt werden, z.B. durch Punktmutation oder VerkOrzung des Proteins. 

35 Homologe des erfindungsgemaBen Proteine kdnnen durch Screening kombinatori- 
scher Banken von Mutanten, wie z.B. VerkOrzungsmutanten, identifiziert werden. Bei- 
spielsweise kann eine variegierte Bank von Protein-Varianten durch kombinatorische 
Mutagenese auf Nukleinsaureebene erzeugt werden, wie z.B. durch enzymatisches 
Ligieren eines Gemisches synthetischer Oligonukleotide. Es gibt eine Vielzahl von Ver- 

40 fahren, die zur Herstellung von Banken potentieller Homologer aus einer degenerierten 
Oligonukleotidsequenz verwendet werden kdnnen. Die chemische Synthese einer de- 
generierten Gensequenz kann in einem DNA-Syntheseautomaten durchgefuhrt wer- 
den, und das synthetische Gen kann dann in einen geeigneten Expressionsvektor li- 
giert werden. Die Verwendung eines degenerierten Gensatzes ermdglicht die Bereit- 

45 stellung samtlicher Sequenzen in einem Gemisch, die den gewunschten Satz 
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an potentiellen Proteinsequenzen kodieren. Verfahren zur Synthese degenerierter Oli- 
gonukleotide sind dem Fachmann bekannt (z.B. Narang, S.A. (1983) Tetrahedron 
39-3; Itakura et al. (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura et al., (1984) 
Science 198:1056; Ike et al. (1983) Nucleic Acids Res. 11:477). 

Im Stand der Technik sind mehrere Techniken zum Screening von Genprodukten 
kombinatorischer Banken, die durch Punktmutationen oder VerkOrzung hergestellt 
worden sind, und zum Screening von cDNA-Banken auf Genprodukte mit emer aus- 
gewahlten Eigenschaft bekannt. Diese Techniken lassen sich an das schnelle Scree- 

10 ning der Genbanken anpassen, die durch kombinatorische Mutagenese erfindungs- 
gemaBer Homologer erzeugt worden sind. Die am haufigsten verwendeten Techniken 
zum Screening groBer Genbanken, die einer Analyse mit hohem Durchsatz unterlie- 
gen umfassen das Klonieren der Genbank in replizierbare Expressionsvektoren, 
Transformieren der geeigneten Zellen mit der resultierenden Vektorenbartk u nd Expn- 

15 mieren der kombinatorischen Gene unter Bedingungen, unter denen der Nachwe.s der 
gewiinschten Aktivitat die Isolation des Vektors, der das Gen kodiert, dessen Produkt 
nachgewiesen wurde, erieichtert. Recursive-Ensemble-Mutagenese (REM), eine 
Technik die die Haufigkeit funktioneller Mutanten in den Banken vergroBert, kann in 
Kombination mit den Screeningtests verwendet werden, urn Homologe zu identifizieren 

20 (Arkin und Yourvan (1992) PNAS 89:781 1-7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engi- 
neering 6(3):327-331). 

v/v/giter* A.isaestaltunq «rfinduna S aema ft*r kodierender Nukleinsauresequenzen 

25 Gegenstand der Erfindung sind insbesondere Nukleinsauresequenzen (einzel- und 
doppelstrangige DNA- und RNA-Sequenzen, wie z.B. cDNA und mRNA), die f Or e.n 
Enzym mit erfindungsgemader Dehydrogenase-Aktivitat kodieren. Bevorzugt smd Nuk- 
leinsauresequenzen, welche z.B. fOr Aminosauresequenzen gemaB SEQ ID NO: 1,2, 
4 6 oder Figur 3 oder charakteristische Teilsequenzen davon kodieren, oder Nuklein- 

30 skuresequenzen gemaB SEQ ID NO: 3 oder 5 oder charakteristische Teilseq uenzen 
davon umfassen. 

Alle hierin erwahnten Nukleinsauresequenzen sind in an sich bekannter Weise durch 
chemische Synthese aus den Nukleotidbausteinen, wie beispielsweise durch Frag- 
mentkondensation einzelner Oberlappender, komplementarer Nukleinsaurebauste.ne 
der Doppelhelix herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann be.- 
spielsweise, in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode (Voet, Voet, 2. Auf- 
lage Wiley Press New York, Seiten 896-897) erfolgen. Die Anlagerung synthetischer 
Oligonukleotide und Auffullen von LOcken mit Hilfe des Klenow-Fragmentes der DNA- 
Polymerase und Ligationsreaktionen sowie allgemeine Klonierungsverfahren werden in 
Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, beschrieben. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Nukleinsauresequenzen (einzel- und dop- 
45 pelstrangige DNA- und RNA-Sequenzen, wie z.B. cDNA und mRNA), kodierend fur 
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eines der obigen Polypeptide und deren funktionalen Aquivalenten, welche z.B. unter 
Verwendung kQnstlicher Nukleotidanaloga zuganglich sind. 

Die Erfindung betrifft sowohl isolierte NukleinsauremolekQIe, welche fQr erfindungsge- 
5 maBe Polypeptide bzw. Proteine oder biologisch aktive Abschnitte davon kodieren, als 
auch Nukleinsaurefragmente, die z.B. als Hybridisierungssonden oder Krimer zur iden- 
tifizierung oder Amplifizierung von erfindungsgemaBer kodierenden Nukleinsauren 
verwendet werden konnen. 

1 0 Die erfindungsgemaBen NukleinsauremolekQIe kfinnen zudem untranslatierte Sequen- 
zen vom 3 - und/oder 5'-Ende des kodierenden Genbereichs enthalten 

Die Erfindung umfasst weiterhin die zu den konkret beschriebenen Nukleotidsequen- 
zen komplementaren NukleinsauremolekQIe oder einen Abschnitt davon. 

Die erfindungsgemaBen Nukleotidsequenzen ermoglichen die Erzeugung von Sonden 
und Primern, die zur Identifizierung und/oder Klonierung von homologer Sequenzen in 
anderen Zelltypen und Organismen verwendbar sind. Solche Sonden bzw. Primer um- 
fassen gewdhnlich einen Nukleotidsequenzbereich, der unter „stringenten" Bedingun- 
20 gen (siehe unten) an mindestens etwa 1 2, vorzugsweise mindestens etwa 25, wie z.B. 
etwa 40, 50 oder 75 aufeinanderfolgende Nukleotide eines Sense-Stranges einer er- 
findungsgemaBen Nukleinsauresequenz oder eines entsprechenden Antisense- 
Stranges hybridisiert. 

25 Ein "isoliertes" NukleinsauremolekQl wird von anderen Nukleinsauremolekulen abge- 
trennt, die in der natQrlichen Quelle der Nukleinsaure zugegen sind und kann uberdies 
im wesentlichen frei von anderem zellularen Material oder Kulturmedium sein, wenn es 
durch rekombinante Techniken hergestellt wird, oder frei von chemischen Vorstufen 
oder anderen Chemikalien sein, wenn es chemisch synthetisiert wird. 

30 

Ein erfindungsgemaBes NukleinsauremolekQl kann mittels molekularbiologischer 
Standard-Techniken und der erfindungsgemaB bereitgestellten Sequenzinformation 
isoliert werden. Beispielsweise kann cDNA aus einer geeigneten cDNA-Bank isoliert 
werden, indem eine der konkret offenbarten vollstandigen Sequenzen oder ein Ab- 

35 schnitt davon als Hybridisierungssonde und Standard-Hybridisierungstechn iken (wie 
z.B. beschrieben in Sambrook, J., Fritsch, E.F. und Maniatis, T. Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual. 2. Aufl., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) verwendet werden. Oberdies lasst 
sich ein NukleinsauremolekQl, umfassend eine der offenbarten Sequenzen oder ein 

40 Abschnitt davon, durch Polymerasekettenreaktion isolieren, wobei die Oligonukleo- 
tidprimer, die auf der Basis dieser Sequenz erstellt wurden, verwendet werden. Die so 
amplifizierte Nukleinsaure kann in einen geeigneten Vektor kloniert werden und durch 
DNA-Sequenzanalyse charakterisiert werden. Die erfindungsgemaBen Oligonukleoti- 
de konnen ferner durch Standard-Syntheseverfahren, z.B. mit einem automatischen 

45 DNA-Synthesegerat, hergestellt werden. 
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Die erfindungsgemafcen Nukleinsauresequenzen lassen sich prinzipiell aus alien Or- 
ganismen identifizieren und isolieren. Vorteilhaft lassen sich die erfindungsgema&en 
Nukleinsauresequenzen oderdie Homologen davon, aus Pilzen, Hefen Oder Baktenen 

s isolieren Als Bakterien seien gram-negative und gram-positive Bakterien genannt. 
Bevorzugt werden die erfindungsgemalien Nukleinsauren aus gram-negativen Bakte- 
rien vorteilhaft aus alpha-Proteobacterien, beta-Proteobacterien oder gamma- 
Proteobacterien, besonders bevorzugt aus Bakterien der Familien Enterobactenaceae, 
Pseudomonadaceae oder Rhizobiaceae, ganz besonders bevorzugt aus Baktenen der 

1 0 Gattung Agrobacterium, Pseudomonas oder Burkholderia Qber dem Fachmann be- 
kannte Methoden isoliert. 

Erfindungsgemalie Nukleinsauresequenzen lassen sich beispielsweise mit Qblichen 
Hybridisierungsverfahren oder der PCR-Technik aus anderen Pilzen oder Baktenen, 

15 z B Qber genomische oder cDNA-Banken, isolieren. Diese DNA-Sequenzen hybnd.- 
sieren unter Standardbedingungen mit den erfindungsgemaBen Sequenzen. Zur 
Hybridisierung werden vorteilhaft kurze Oligonukleotide der konservierten Bereiche 
beispielsweise aus dem aktiven Zentrum, die Qber Vergleiche mit einer erfindungsge- 
maBen Dehydrogenase in dem Fachmann bekannter Weise ermittelt werden konnen, 

20 verwendet. Es kdnnen aber auch langere Fragmente der erfindungsgemafcen Nuklein- 
sauren oder die vollstandigen Sequenzen fQr die Hybridisierung verwendet werden Je 
nach derverwendeten Nukleinsaure (Oligonukleotid, langeres Fragment oder voHstan- 
dige Sequenz) oder je nachdem welche Nukleinsaureart DNA oder RNAfOr die Hybn- 
disierung verwendet werden, variieren diese Standardbedingungen. So liegen be.- 

25 spielsweise die Schmelztemperaturen fur DNA: DNA-Hybride ca 10 'C niedriger als d.e 
von DNA:RNA-Hybriden gleicher Lange. 

Unter Standardbedingungen sind beispielsweise je nach Nukleinsaure Temperaturen 
zwischen 42 und 58 °C in einer wadrigen PufferlSsung mit einer Konzentration zwi- 
30 schen 0,1 bis 5 x SSC (1 X SSC = 0,15 M NaCI, 15 mM Natriumcitrat pH I 7,2) oder 
zusatzlich in Gegenwart von 50% Formamid wie beispielsweise 42 C in 5 x SSC, 50 /o 
Formamid zu verstehen. Vorteilhafterweise liegen die Hybridisierungsbedingungen fur 
DNA' DNA-Hybride bei 0,1 x SSC und Temperaturen zwischen etwa 20 °C bis 45 C, 
bevorzugt zwischen etwa 30 *C bis 45 °C. Fur DNA: RNA-Hybride liegen die Hybndi- 

35 sierungsbedingungen vorteilhaft bei 0,1 x SSC und Temperaturen zwischen etwa 

30 °C bis 55 °C bevorzugt zwischen etwa 45 °C bis 55 °C. Diese angegebenen Tem- 
peraturen fQr die Hybridisierung sind beispielhaft kalkulierte Schmelztemperaturwerte 
fur eine Nukleinsaure mit einer Lange von ca. 100 Nukleotiden und e.nem G + C- 
Gehalt von 50 % in Abwesenheit von Formamid. Die experimentellen Bedingungen fur 

40 die DNA-Hybridisierung sind in einschlagigen LehrbQchern der Genetik, wie beispiels- 
weise Sambrook et al., "Molecular Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory, 1989, be- 
schrieben und lassen sich nach dem Fachmann bekannten Formeln beispielswe.se 
abhangig von der Lange der Nukleinsauren, der Art der Hybride oder dem G + C— 
Gehalt berechnen. Weitere Informationen zur Hybridisierung kann der Fachmann fol- 

45 genden LehrbQchern entnehmen: Ausubel et al. (eds), 1985, Current Protocols in 
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Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York; Hames and Higgins (eds), 1985, 
Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approach, IRL Press at Oxford University 
Press, Oxford; Brown (ed), 1991, Essential Molecular Biology: A Practical Approach, 
IRL Press at Oxford University Press, Oxford. 

5 

Gegenstand der Erfindung sind auch Derivate der konkret offenbarten oder aDieitDaren 
Nukleinsauresequenzen. 

So kSnnen weitere erfindungsgemalie Nukleinsauresequenzen z.B. von SEQ ID NO:3 
10 oder 5 abgeleitet sein und sich davon durch Addition, Substitution, Insertion Oder Dele- 
tion einzelner oder mehrerer Nukleotide unterscheiden, aber weiterhin fur Polypeptide 
mit dem gewilnschten Eigenschattsprofil kodieren. 

ErfindungsgemaR umfasst sind auch solche Nukleinsauresequenzen, die sogenannte 
1 5 stumme Mutationen umfassen oder entsprechend der Codon-Nutzung eins speziellen 
Ursprungs- oder Wirtsorganismus, im Vergleich zu einer konkret genannten Sequenz 
verandert sind, ebenso wie natiirlich vorkommende Varianten, wie z.B. Splei&varianten 
oder Allelvarianten, davon. 

20 Gegenstand sind ebenso durch konservative Nukleotidsubstutionen (d.h. die betref- 
fende Aminosaure wird durch eine Aminosaure gleicher Ladung, Gr6(Se, Polaritat 
und/oder L6slichkeit ersetzt) erhaltliche Sequenzen. 

Gegenstand der Erfindung sind auch die durch Sequenzpolymorphismen von den kon- 
25 kret offenbarten Nukleinsauren abgeleiteten Molekule. Diese genetischen Poly- 

morphismen kdnnen zwischen Individuen innerhalb einer Population aufgrund der na- 
tiirlichen Variation existieren. Diese natQrlichen Variationen bewirken Qblicherweise 
eine Varianz von 1 bis 5 % in der Nukleotidsequenz eines Gens. 

30 Unter Derivaten einer erfindungsgemaften Nukleinsauresequenz sind beispielsweise 
Allelvarianten zu verstehen, die mindestens 40 % Homologie auf der abgeleiteten A- 
minosaureebene, bevorzugt mindestens 60 % Homologie, ganz besonders bevorzugt 
mindestens 80, 85, 90, 93, 95 oder 98 % Homologie Ober den gesamten Sequenzbe- 
reich aufweisen (bezQglich Homologie auf Aminosaureebene sei auf obige Ausf uhrun- 

35 gen zu den Polypeptiden verwiesen auf). Ober Teilbereiche der Sequenzen kon nen die 
Homologien vorteilhaft heher liegen. 

Weiterhin sind unter Derivaten auch Homologe der erfindungsgema&en Nukleinsaure- 
sequenzen, beispielsweise pilzliche oder bakterielle Homologe, verkOrzte Sequenzen, 
40 Einzelstrang-DNA oder RNA der kodierenden und nichtkodierenden DNA-Sequenz, zu 
verstehen. Sie besitzten z.B. auf DNA-Ebene eine Homologie von mindestens 40 %, 
bevorzugt von mindestens 60 %, besonders bevorzugt von mindestens 70 %, ganz 
besonders bevorzugt von mindestens 80 % Ober den gesamten angegebenen DNA- 
Bereich. 

45 



24 



WO 2005/033094 PCT/EP2004/010939 

AuBerdem sind unter Derivaten beispielsweise Fusionen mit Promotoren zu verstehen. 
Die Promotoren, die den angegebenen Nukleotidsequenzen vorgeschalten sind, k6n- 
nen durch ein oder mehrere Nukleotidaustausche, Insertionen, Inversionen und/oder 
Deletionen verandert sein, ohne dass aber die Funktionalitat bzw. Wirksamkeit der 
5 Promotoren beeintrachtigt sind. Des weiteren konnen die Promotoren durch Verande- 
rung ihrer Sequenz in ihrer Wirksamkeit erhoht oder komplett durch wirksamere pro- 
motoren auch artfremder Organismen ausgetauscht werden. 

Unter Derivaten sind auch Varianten zu verstehen, deren Nukleotidsequenz im Bereich 
10 von -1 bis -1000 Basen stromaufwarts vor dem Startkodon oder 0 bis 100O Basen 
stromabwarts nach dem Stopkodon so verandert wurden, dass die Genexpression 
und/oder die Proteinexpression verandert, bevorzugt erhoht wird. 

Weiterhin umfasst die Erfindung auch Nukleinsauresequenzen, welchen mit oben ge- 

15 nannten kodierenden Sequenzen unter B stringenten Bedingungen" hybridisieren. 

Unter dieser Eigenschaft versteht man die Fahigkeit eines Poly- oder OHgonukleotids 
unter stringenten Bedingungen an eine nahezu komplementare Sequenz zu binden, 
wahrend unter diesen Bedingungen unspezifische Bindungen zwischen nicht- 
komplementaren Partnern unterbleiben. Dazu sollten die Sequenzen zu 70-100%, vor- 

20 zugsweise zu 90-100%, komplementar sein. Die Eigenschaft komplementSrer Se- 
quenzen, spezifisch aneinander binden zu k6nnen, macht man sich beispielsweise in 
der Northern- oder Southern-Blot-Technik oder bei der Primerbindung in PCR oder 
RT-PCR zunutze. Oblicherweise werden dazu Oligonukleotide ab einer Lange von 30 
Basenpaaren eingesetzt. Unter stringenten Bedingungen versteht man beispielsweise 

25 in der Northern-Blot-Technik die Verwendung einer 50 - 70 °C, vorzugsweise 60 - 65 
°C warmen Waschldsung, beispielsweise 0,1x SSC-Puffer mit 0,1% SDS (20x SSC: 
3M NaCI, 0,3M Na-Citrat, pH 7,0) zur Elution unspezifisch hybridisierter cDNA-Sonden 
oder Oligonukleotide. Dabei bleiben, wie oben erwahnt, nur in hohem MaBe komple- 
mentare Nukleinsauren aneinander gebunden. Die Einstellung stringenter Bedingun- 

30 gen ist dem Fachmann bekannt und ist z:B. in Ausubel et al., Current Protocols in Mo- 
lecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. beschrieben. 

Diese Polynukleotide lassen sich bei der Durchmusterung von genomischen oder 
cDNA-Banken auffinden und gegebenenfalls daraus mit geeigneten Primern mittels 
35 PCR vermehren und anschlieBend beispielsweise mit geeigneten Sonden isolieren. 
Dariiber hinaus konnen erfindungsgemaBe Polynukleotide auch auf chemischem We- 
ge synthetisiert werden. 

Ausaestaltungen erfindunasaemaBe r Konstrukte 

40 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem Expressionskonstrukte, enthaltend unter 
der genetischen Kontrolle regulativer Nukleinsauresequenzen eine fur ein erfindungs- 
gemaBes Polypeptid kodierende Nukleinsauresequenz; sowie Vektoren, umfassend 
wenigstens eines dieser Expressionskonstrukte. 

45 
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Vorzugsweise umfassen solche erfindungsgema&en Konstrukte S'-stromaufwarts von 
der jeweiligen kodierenden Sequenz einen Promotor und 3'-stromabwarts eine Termi- 
natorsequenz sowie gegebenenfalls weitere Gbliche regulative Elemente, und zwar 
jeweils operativ verknupft mit der kodierenden Sequenz. 

5 

Unter einer „operativen Verknupfung" versteht man die sequentielle Anordnung von 
Promotor, kodierender Sequenz, Terminator und gegebenenfalls weiterer regulativer 
Elemente derart, dass jedes der regulativen Elemente seine Funktion bei der Expres- 
sion der kodierenden Sequenz bestimmungsgemaR erfullen kann. Beispiele fur opera- 
10 tiv verknUpfbare Sequenzen sind Targeting-Sequenzen sowie Enhancer, Polyadenylie- 
rungssignale und dergleichen. Weitere regulative Elemente umfassen selektierbare 
Marker, Amplifikationssignale, ReplikationsursprQnge und dergleichen. Geeignete re- 
gulatorische Sequenzen sind z.B. beschrieben in Goeddel, Gene Expression Techno- 
logy: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). 

Unter einem erfindungsgemaUen Nukleinsaurekonstrukt sind insbesondere solche zu 
verstehen, bei weichen das Gen fUr eine erfindungsgema&e Dehydrogenase mit einem 
Oder mehreren Regulationssignalen zur Steuerung, z.B. ErhShung, der Genexpression 
operativ oder funktionell verknupft wurden. 

20 

Zusatzlich zu diesen Regulationssequenzen kann die naturliche Regulation dieser Se- 
quenzen vor den eigentlichen Strukturgenen noch vorhanden sein und gegebenenfalls 
genetisch verandert worden sein, so dass die naturliche Regulation ausgeschaltet und 
die Expression der Gene erhoht wurde. Das Nukleinsaurekonstrukt kann aber auch 
25 einfacher aufgebaut sein, das hei&t es wurden keine zusatzlichen Regulationssignale 
vor die kodierende Sequenz insertiert und der naturliche Promotor mit seiner Regula- 
tion wurde nicht entfernt. Stattdessen wird die naturliche Regulationssequenz so rnu- 
tiert, dass keine Regulation mehr erfolgt und die Genexpression gesteigert wird. 

30 Ein bevorzugtes Nukleinsaurekonstrukt enthalt vorteilhafterweise auch eine oder meh- 
rere der schon erwahnten "Enhancer" Sequenzen, funktionell verknOpft mit dem Pro- 
motor, die eine erhohte Expression der Nukleinsauresequenz ermoglichen. Auch am 
3'-Ende der DNA-Sequenzen kdnnen zusatzliche vorteilhafte Sequenzen inseriert wer- 
den, wie weitere regulatorische Elemente oder Terminatoren. Die erfindungsgemaden 

35 Nukleinsauren konnen in einer oder mehreren Kopien im Konstrukt enthalten sein . Im 
Konstrukt kOnnen noch weitere Marker, wie Antibiotikaresistenzen oder Auxotrophien 
komplementierende Gene, gegebenenfalls zur Selektion auf das Konstrukt enthalten 



sein. 



40 Vorteilhafte Regulationssequenzen fur das erfindungsgemaRe Verfahren sind bei- 

spielsweise in Promotoren wie cos-, tac-, trp-, tet-, trp-tet-, Ipp-, lao, Ipp-lac-, lacl q "- T7- 
, T5-, T3-, gal-, trc- ara-, rhaP (rhaPBA D )SP6-, lambda-P R - oder im lambda-P L - 
Promotor enthalten, die vorteilhafterweise in gram-negativen Bakterien Anwendung 
finden. Weitere vorteilhafte Regulationssequenzen sind beispielsweise in den grarn- 

45 positiven Promotoren amy und SPQ2, in den Hefe- oder Pilzpromotoren ADC1 , 
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MFalpha , AC, P-60, CYC1, GAPDH, TEF, rp28, ADH enthalten. In diesem Zusam- 
menhang sind auch die Promotoren der Pyruvatdecarboxylase und der Methanoloxi- 
dase, beispielsweiseaus Hansenula vorteilhaft. Es konnen auch kunstliche Promotoren 
fdr die Regulation verwendet werden. 

5 

Das Nukleinsaurekonstrukt wird zur Expression in einem Wirtsorganismus vorteiihaft- 
erweise in einen Vektor, wie beispielsweise einem Plasmid oder einem Phagen inse- 
riert, der eine optimale Expression der Gene im Wirt ermoglicht. Unter Vektoren sind 
auRer Plasmiden und Phagen auch alle anderen dem Fachmann bekannten Vektoren, 

10 also z.B. Wen, wie SV40, CMV, Baculovirus und Adenovirus, Transposons, IS- 

Elemente, Phasmide, Cosmide, und lineare oder zirkulare DNAzu verstehen. Diese 
Vektoren konnen autonom im Wirtsorganismus repliziert oder chromosomal repliziert 
werden. Diese Vektoren stellen eine weitere Ausgestaltung der Erfindung dar. Geeig- 
nete Plasmide sind beispielsweise in E. coli pLG338, pACYC184, pBR322, pUC18, 

15 pUC19, pKC30, pRep4, pHS1, pKK223-3, pDHE19.2, pHS2, pPLc236, pMBL24, 
pLG200, pUR290, plN-lll 113 -B1, Igt11 oder pBdCI, in Streptomyces plJ101, plJ364, 
plJ702 oder plJ361, in Bacillus pUB110, pC194 oder pBD214, in Corynebacterium 
pSA77 oder pAJ667, in Pilzen pALS1, plL2 oder pBB116, in Hefen 2alphaM, pAG-1, 
YEp6, YEp13 oder pEMBLYe23 oder in Pflanzen pLGV23, pGHIac + , pBIN19, pAK2004 

20 oder pDH51 . Die genannten Plasmide stellen eine kleine Auswahl der moglichen 

Plasmide dar. Weitere Plasmide sind dem Fachmann wohl bekannt und kSnnen bei- 
spielsweise aus dem Buch Cloning Vectors (Eds. Pouwels P. H. et al. Elsevier, Ams- 
terdam-New York-Oxford, 1985 , ISBN 0 444 904018) entnommen werden. 

25 Vorteilhafterweise enthalt das Nukleinsaurekonstrukt zur Expression der weiteren ent- 
haltenen Gene zusatzlich noch 3'- und/oder 5'-terminale regulatorische Sequenzen zur 
Steigerung der Expression, die je nach ausgewahltem Wirtorganismus und Gen oder 
Gene fur eine optimale Expression ausgewahlt werden. 

30 Diese regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression der Gene und der 
Proteinexpression ermfiglichen. Dies kann beispielsweise je nach Wirtsorganismus 
bedeuten, dass das Gen erst nach Induktion exprimiert oder Oberexprimiert wird, oder 
dass es sofort exprimiert und/oder Oberexprimiert wird. 

35 Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei vorzugsweise die Ge- 
nexpression der eingefOhrten Gene positiv beeinflussen und dadurch erhfihen. So 
kann eine Verstarkung der regulatorischen Elemente vorteilhafterweise auf der 
Transkriptionsebene erfolgen, indem starke Transkriptionssignale wie Promotoren 
und/oder "Enhancer" verwendet werden. Daneben ist aber auch eine Verstarkung der 

40 Translation mQglich, indem beispielsweise die Stabilitat der mRNA verbessert wird. 

In einer weiteren Ausgestaltungsform des Vektors kann der das erfindungsgernaBe 
Nukleinsaurekonstrukt oder die erfindungsgemalSe Nukleinsaure enthaltende Vektor 
auch vorteilhafterweise in Form einer linearen DNA in die Mikroorganismen eingefOhrt 
45 werden und uber heterologe oder homologe Rekombination in das Genom des Wirts- 
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organismus integriert werden. Diese lineare DNA kann aus einem linearisierten Vektor 
wie einem Plasmid oder nur aus dem Nukleinsaurekonstrukt oder der erfindungsge- 
malien Nukleinsaure bestehen. 

5 Fur eine optimale Expression heterologer Gene in Organismen ist es vorteilhaft die 
Nukleinsauresequenzen entsprechend des im Organismus verwendeten spezmscnen 
"codon usage" zu verandern. Der "codon usage" la&t sich anhand von Computeraus- 
wertungen anderer, bekannter Gene des betreffenden Organismus leicht ermitteln. 

1 0 Die Herstellung einer erfindungsgemalien Expressionskassette erfolgt durch Fusion 
eines geeigneten Promotors mit einer geeigneten kodierenden Nukleotidsequenz so- 
wie einem Terminator- oder Polyadenylierungssignal. Dazu verwendet man gangige 
Rekombinations- und Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, E.F. 
Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spnng Harbor 

15 Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L. Berman und 
L W Enquist Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F.M. et al., Current Protocols in Molecular 
Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley Interscience (1987) beschneben sind. 

20 Das rekombinante Nukleinsaurekonstrukt bzw. Genkonstrukt wird zur Expression in 
einem geeigneten Wirtsorganismus vorteilhafterweise in einen wirtsspezrfischen Vek- 
tor insertiert, der eine optimale Expression der Gene im Wirt ermoglicht. Vektoren sind 
dem Fachmann wohl bekannt und konnen beispielsweise aus "Cloning Vectors (Pou- 
wels P. H. et al., Hrsg, Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985) entnommen wer- 

25 den. 

Frfindunasaemaft brauchbp ra Wirtsoraanismen 

Mit Hilfe der erfindungsgemalien Vektoren oder Konstrukte sind rekombinante Mikro- 
30 organismen herstellbar, welche beispielsweise mit wenigstens einem erfindungsgema- 
lien Vektor transformiert sind und zur Produktion der erfindungsgemalien Polypeptide 
eingesetzt werden konnen. Vorteilhafterweise werden die oben beschnebenen erfin- 
dungsgemalien rekombinanten Konstrukte in ein geeignetes Wirtssystem e.ngebracht 
und exprimiert. Dabei werden vorzugsweise dem Fachmann bekannte gelaufige Klo- 
35 nierungs- und Transfektionsmethoden, wie beispielsweise Co-Prazipitation, Pro- 

toplastenfusion, Elektroporation, retrovirale Transfektion und dergleichen, verwendet, 
urn die genannten Nukleinsauren im jeweiligen Expressionssystem zur Expression zu 
bringen Geeignete Systeme werden beispielsweise in Current Protocols in Molecular 
Biology F. Ausubel et al., Hrsg., Wiley Interscience, New York 1997, oder Sambrook 
40 et al Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. Aufl., Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989 beschneben. 

ErfindungsgemaB sind auch homolog rekombinierte Mikroorganismen herstellbar. Da- 
zu wird ein Vektor hergestellt, der zumindest einen Abschnitt eines erfindungsgema- 
45 Ben Gens oder einer kodierenden Sequenz enthalt, worin gegebenenfalls wenigstens 
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eine Aminosaure-Deletion, -Addition oder -Substitution eingebracht worden ist, um die 
erfindungsgemalie Sequenz zu verandern, z.B. funktionell zu disrumpieren ("Knock- 
out"-Vektor). Die eingebrachte Sequenz kann z.B. auch ein Homologes aus einem 
verwandten Mikroorganismus sein oder aus einer Saugetier-, Hefe- oder Insektenquel- 

5 le abgeleitet sein. Der zur homologen Rekombination verwendete Vektor kann alterna- 
tiv derart ausgestaitet sein, daR das endogene Gen bei homologer Rekombination 
mutiert oder anderweitig verandert ist, jedoch noch das funktionelle Protein kodiert 
(z B kann der stromaufwarts gelegene regulatorische Bereich derart verandert sein, 
dass dadurch die Expression des endogenen Proteins verandert wird). Der veranderte 

1 0 Abschnitt des erfindungsgemaBen Gens ist im homologen Rekombinationsvektor. Die 
Konstruktion geeigneter Vektoren zur homologen Rekombination ist z.B. beschneben 
in Thomas, K.R. und Capecchi, M.R. (1987) Cell 51:503. 

Als rekombinante Wirtsorganismen fQr die erfindungsgemaBe Nukleinsaure oder denn 
1 5 Nukleinsaurekonstrukt kommen prinzipiell alle prokaryontischen oder eukaryontischen 
Organismen in Frage. Vorteilhafterweise werden als Wirtsorganismen Mikroorganis- 
men wie Bakterien, Pilze oder Hefen verwendet. Vorteilhaft werden gram-positive oder 
gram-negative Bakterien, bevorzugt Bakterien der Familien Enterobacteriaceae, 
Pseudomonadaceae, Rhizobiaceae, Streptomycetaceae oder Nocardiaceae, beson- 
20 ders bevorzugt Bakterien der Gattungen Escherichia, Pseudomonas, Streptomyces, 
Nocardia Burkholderia, Salmonella, Agrobacterium oder Rhodococcus verwendet. 
Ganz besonders bevorzugt ist die Gattung und Art Escherichia coli. Weitere vorteilhaf- 
te Bakterien sind dariiber hinaus in der Gruppe der alpha-Proteobacterien, beta- 
Proteobacterien oder gamma-Proteobacterien zu finden. 

25 

Der Wirtsorganismus oder die Wirtsorganismen gemaB der Ertlndung enthalten dabei 
vorzugsweise mindestens eine der in dieser Erfindung beschriebenen Nukleinsaurese- 
quenzen, Nukleinsaurekonstrukte oder Vektoren, die fQr ein Enzym mit erfindungsge- 
maBer Dehydrogenaseaktivitat kodieren. 

Die im erfindungsgemaBen Verfahren verwendeten Organismen werden je nach 
Wirtsorganismus in dem Fachmann bekannter Weise angezogen bzw. gezuchtet. MiK- 
roorganismen werden in der Regel in einem flussigen Medium, das eine Kohlenstoff- 
quelle meist in Form von Zuckern, eine Stickstoffquelle meist in Form von organischen 
35 Stickstoffquellen wie Hefeextrakt oder Salzen wie Ammoniumsulfat, Spurenelemente 
wie Eisen- Mangan-, Magnesiumsalze und gegebenenfalls Vitamine enthalt, bei 
Temperaturen zwischen 0 °C und 100 °C, bevorzugt zwischen 10 °C bis 60 "C unter 
Sauerstoffbegasung angezogen. Dabei kann der pH der NahrflOssigkeit auf e.nen fes- 
ten Wert gehalten werden, das heiBt wahrend der Anzucht reguliert werden oder nicht. 
40 Die Anzucht kann B batch"-weise, „semi batch"-weise oder kontinuierlich erfolgen. 

Nahrstoffe konnen zu beginn der Fermentation vorgelegt oder semikontinuierlich oder 
kontinuierlich nachgefOttert werden. Das Keton kann direkt zur Anzucht gegeben wer- 
den oder vorteilhaft nach Anzucht. Die Enzyme kSnnen nach dem in den Beispielen 
beschriebenen Verfahren aus den Organismen isoliert werden oder als Rohextrakt fiir 
45 die Reaktion verwendet werden. 
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Rekombinante Hersteiluna der e rfindunasaema&er Polypeptide 

Gegepstand der Erfindung sind weiterhin Verfahren zur rekombinanten Herstellung 
5 erfindungsgemalJe Polypeptide oder funktioneller, biologisch aktiver Fragmente davon, 
wobei man einen Polypeptide-produzierenden Mikroorganismus kultiviert, gegebenen- 
falls die Expression der Polypeptide induziert und diese aus der Kultur isoliert. Die Po- 
lypeptide konnen so auch in gro&technischem Mafistab produziert werden, falls dies 
erwunscht ist. 

10 

Der rekombinante Mikroorganismus kann nach bekannten Verfahren kultiviert und 
fermentiert werden. Bakterien konnen beispielsweise in TB- oder LB-Medium und bei 
einer Temperatur von 20 bis 40°C und einem pH-Wert von 6 bis 9 vermehrt werden. 
Im Einzelnen werden geeignete Kultivierungsbedingungen beispielsweise in T. Mania- 
15 tis, E.F. Fritsch and J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) beschrieben. 

Die Zellen werden dann, falls die Polypeptide nicht in das Kulturmedium sezerniert 
werden, aufgeschlossen und das Produkt nach bekannten Proteinisolierungsverfahren 
20 aus dem Lysat gewonnen. Die Zellen konnen wahlweise durch hochfrequenten Ultra- 
schall, durch hohen Druck, wie z.B. in einer French-Druckzelle, durch Osmolyse, durch 
Einwirkung von Detergenzien, lytischen Enzymen oder organischen Losungsmitteln, 
durch Homogenisatoren oder durch Kombination mehrerer der aufgefuhrten Verfahren 
aufgeschlossen werden. 

25 

Eine Aufreinigung der Polypeptide kann mit bekannten, chromatographischen Verfah- 
ren erzielt werden, wie Moiekularsieb-Chromatographie (Gelfiltration), wie Q- 
Sepharose-Chromatographie, lonenaustausch-Chromatographie und hydrophobe 
Chromatographie, sowie mit anderen ublichen Verfahren wie Ultrafiltration, Kristallisa- 
30 tion, Aussalzen, Dialyse und nativer Gelelektrophorese. Geeignete Verfahren werden 
beispielsweise in Cooper, F. G., Biochemische Arbeitsmethoden, Verlag Walter de 
Gruyter, Berlin, New York oder in Scopes, R., Protein Purification, Springer Verlag, 
New York, Heidelberg, Berlin beschrieben. 

35 Vorteilhaft kann es sein, zur Isolierung des rekombinanten Proteins Vektorsysteme 
oder Oligonukleotide zu verwenden, die die cDNA urn bestimmte Nukleotidsequenzen 
verlangern und damit fur veranderte Polypeptide oder Fusionsproteine kodieren, die 
z.B. einer einfacheren Reinigung dienen. Derartige geeignete Modifikationen sind bei- 
spielsweise als Anker fungierende sogenannte 'Tags", wie z.B. die als Hexa-Histidin- 

40 Anker bekannte Modifikation oder Epitope, die als Antigene von Antikorpern erkannt 
werden konnen (beschrieben zum Beispiel in Harlow, E. and Lane, D., 1988, Antibo- 
dies: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor (N.Y.) Press). Diese Anker konnen zur 
Anheftung der Proteine an einen festen Trager, wie z.B. einer Polymermatrix, die bei- 
spielsweise in einer Chromatographiesaule eingefiillt sein kann, oder an einer Mikroti- 

46 terplatte oder an einem sonstigen Trager dienen. 
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Gleichzeitig konnen diese Anker auch zur Erkennung der Proteine verwendet werden. 
Zur Erkennung der Proteine konnen au&erdem ubliche Marker, wie Fluoreszenzfarb- 
stoffe, Enzymmarker, die nach Reaktion mit einem Substrat ein detektierbares Reakti- 
5 onsprodukt bilden, Oder radioaktive Marker, allein oder in Kombination mit den Ankern 
zur Derivatisierung der Proteine verwendet werden. 

Weitere Ausgestaltunaen zur Durchfuhrung des erfindungsqemaSen enzvmatischen 
Reduktionsverfahrens 

10 

Die Dehydrogenasen konnen im erfindungsgemaBen Verfahren als freies oder 
immobilisiertes Enzym verwendet werden. 

Das erfindungsgemafce Verfahren wird vorteilhaft bei einer Temperatur zwischen 0 °C 
15 bis 95 °C, bevorzugt zwischen 10 °C bis 85 °C, besonders bevorzugt zwischen 15 °C 
bis 75 °C durchgefuhrt. 

Der pH-Wert im erfindungsgemaBen Verfahren wird vorteilhaft zwischen pH 4 und 12, 
bevorzugt zwischen pH 4,5 und 9, besonders bevorzugt zwischen pH 5 und 8 gehal- 
20 ten. 

Unter enantiomerenreinen bzw. chiralen Produkten, wie 3-Chlor-1-(thien-2-yl)-(S)- 
propan-1-ol, sind im erfindungsgemalien Verfahren Enantiomere zu verstehen, die 
eine Enantiomerenanreicherung zeigen. Bevorzugt werden im Verfahren Enantiome- 
25 renreinheiten von mindestens 70 %ee, bevorzugt von min. 80 %ee, besonders bevor- 
zugt von min. 90 %ee, ganz besonders bevorzugt min. 98 %ee erreicht. 

Fur das erfindungsgema&e Verfahren konnen wachsende Zellen verwendet werden, 
die die erfindungsgemaften Nukleinsauren, Nukleinsaurekonstrukte oder Vektoren 

30 enthalten. Auch ruhende oder aufgeschlossene Zellen konnen verwendet werden. Un- 
ter aufgeschlossenen Zellen sind beispielsweise Zellen zu verstehen, die uber eine 
Behandlung mit beispielsweise Losungsmitteln durchlassig gemacht worden sind, oder 
Zellen die uber eine Enzymbehandlung, uber eine mechanische Behandlung (z.B. 
French Press oder Ultraschall) oder Qber eine sonstige Methode aufgebrochen wur- 

35 den. Die so erhaltenen Rohextrakte sind fOr das erfindungsgemalie Verfahren vorteil- 
haft geeignet. Auch gereinigte oder angereinigte Enzyme konnen fur das Verfahren 
verwendet werden. Ebenfalls geeignet sind immobilisierte Mikroorganismen oder En- 
zyme, die vorteilhaft in der Reaktion Anwendung finden konnen. 

40 Das erfindungsgemaBe Verfahren kann batchweise, semi-batchweise oder kontinuier- 
lich betrieben werden. 

Die Durchfuhrung des Verfahrens kann vorteilhafterweise in Bioreaktoren erfolgen, wie 
z.B. beschrieben in Biotechnology, Band 3, 2. Auflage, Rehm et al Hrsg., (1993) ins- 
45 besondere Kapitel II. 
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Die nachfolgenden Beispiele sollen die Erfindung veranschaulichen, ohne sie jedoch 
einzuschranken. Hierbei wird auf beiliegende Figuren Bezug genommen, dabei zeigt: 

5 Figurt das aktivitatsgefarbte Gel einer erfindungsgemaft isolierten Dehydrogenase aus 
Lu1028S; Spur i: fvloiekuiargewichissiandards von unten: 47 kDa, 74 kDa, 121 kDa, 
205 kDa; Spur 2: leer; Spur 3: Homogenat Oberstand; Spur 4: Wertfraktion Q- 
Sepharose; Spur 5: Wertfraktion Q-Sepharose (dreifache Menge); Spur 6: Wertfrakti- 
on Superdex; Spur 7: Wertfraktion Mono-Q; Spur 8: Wertfraktion Mono-P; 

10 

Figur 2A und 2B einen typische Reaktionsverlauf verschiedener Ansatze zur Herstel- 
lung von (S)-3-Methylamino-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol l-S durch Reduktion mit einer 
Dehydrogenase aus Lactobacillus brevis. 

15 Figur 3A das Ergebnis der N-terminalen Sequenzierung einer Blotbande von erfin- 

dungsgemSR isolierter Dehydrogenase aus Lu10288; und Figur 3B die Sequenzierda- 
ten verschiedener proteolytischer Fragmente einer erfindungsgemaB gereinigten De- 
hydrogenase aus Lu10288; sofern bei mehreren Signalen pro Sequenzierschritt eine 
Hauptsequenz feststellbar war, ist diese doppelt unterstrichen dargestellt. Nicht lesba- 

20 re Positionen sind mit J u gekennzeichnet; fur Positionen deren Bestimmung mit einer 
gewissen Unsicherheit behaftet ist, wird der Aminosaurerest in Klammem angegeben. 
Zwei Aminosauren sind in einer Position angegeben, wenn keine eindeutige Praferenz 
angegeben weden kann. „?" bedeutet eine unbekannte, bzw. nicht bestimmbare Ami- 
nosaure. 

25 

Beispiele 

A. Chemische Beispiele 

30 

Beispiel 1: Herstellung von 3-ChloM-(thien-2-yI)-propan-1-on 111.1 

33 kg Thiophen wurden in 150 kg Dichloethan vorgelegt und anschlieftend mit 62,7 kg 
Aluminiumtrichlorid versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde auf 10 °C gekCihlt und mit 

35 55 kg 3-Chlorpropionsaurechlorid versetzt. Das Gemisch wurde anschlieBend 12 h bei 
Raumtemperatur gertihrt. Die GO und NMR-Kontrolle zeigten, dass das Reaktions- 
gemisch noch etwa 3-4 Mol-% 3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propenon, bezogen auf die Sum- 
me aus gebildetem 3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1-on und 3-Chlor-1-(thien-2-yl)- 
propenon, enthielt. Daraufhin leitet man bei Raumtemperatur so lange (ca. 30 Minuten) 

40 Chlorwasserstoff ein, bis kein Propenon mehr nachweisbar war. Anschlieliend hydro- 
lysierte man das Reaktionsgemisch durch Zugabe von 100 kg entionisiertem Wasser. 
Die organische Phase wurde abgetrennt und mit 100 kg entionisiertem Wasser gewa- 
schen. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhielt man 65,7 kg (96 % der 
Theorie) der Titelverbindung als Ol. 

45 
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Beispiel 2: Herstellung von 3-Methylamino-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol I durch Redukti- 
on mit Natriumborhydrid 

Das Propanon aus Beispiel 1 wurde in einem Gemisch aus 400 ml Toluol und 200 g 
5 Methanol bei 0 °C vorgelegt. Nach Zugabe von 2 g 30%iger wassriger Natriumhydro- 
xidiasung wurden innerhalb von 2,5 h 21 ,4 g Natriumborhydrid portionsweise zugege- 
ben. Nach 40 min ROhren bei 0 °C wurde das Reaktionsgemisch mit 12,1 g 40%ige 
wassrige Metylaminlosung versetzt. Das Gemisch wurde 6 h bei 60 °C unter Eigen- 
druck geriihrt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur entfemte man das LSsungs- 
1 0 mittel, digerierte den RQckstand mit Toluol und filtrierte davon ab. Das Filtrat wurde 
getrocknet und man erhielt 175,8 g der Titelverbindung in Form eines hellgelben Fest- 
stoffs. 

B. Biochemische Beispiele: 

Beispiel 3: Bereitstellung von Glucose-Dehydrogenase zur Cofaktor-Regenenerung 

Zur Cofaktor-Regenerierung konnte Glucose-Dehydrogenase aus kommerziellen Quel- 
len (z.B. Jiilich Fine Chemicals Order-No. 22.10 oder 19.10) odereigenen Quellen 
20 verwendet werden, wobei letztere ein E.coli XL1 0 Gold pUC1 9-Klon war, der das Glu- 
cose-Dehydrogenase-Gen aus Bacillus subtiiis (Genbank-Acc.No. M12276) enthielt 
(Lu11293). 

Zur Fermentation von E. coli Lu1 1293 wurde folgendes Medium angesetzt: 



560 g 


Hefeextrakt (65 %) 


448 g 


Trypton (Difco) 


42 g 


KH,P04 


84 g 


Na,HP0 4 


644 g 


Glvcerin (99%) 


100 ml_ 


SL4 Losung (5 fach) 








Tegosipon 3062 




Medium mit Wasser auf 13.5 L auffOllen. pH-Wert 




auf 7,0 einstellen, ca. 300 mL for Vorkultur ent- 




nehmen, danach 30 min. bei 122 °C sterilisieren. 








Sterile Salzlosung* zugeben (vorher die Salzlosung fUr 




die Schuttelkolben entnehmen, siehe Rapport). 



-Salzlosung: 2,1 g CaCI 2 *2H 2 0 
3,5 g MgS0 4 *7H 2 0 
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14 g NH4CI 

+ 14 mL Ampicillin-Losung (100 mg/mL) 

in 500 mL Wasser Iosen und sterilfiltrieren 

5 

Jeweils 150 ml Medium wurden in zwei 1 I Erlenmeyerkolben sterilisiert und mii t> mi 
steriler SalzlSsung komplettiert. Nach Beimpfen von einer LB-Ampicillin-Agarplatte 
wurden die Vorkulturen 12 Stunden bei 37 °C und 200 UPM inkubiert und zum Fer- 
mentationsmedium gegeben. Die Fermentation wurde bei 37°C, 0,1 bar Innendruck, 

10 pH 7,0 (Regelung mit 20% Phosphorsaure und 25% NaOH) mit einer Begasungsrate 
von 7,5 L/min und 300 upm gestartet (Regelung pO z zwischen 20 und 50% mit 10-20 
L/min Zuluft und 500-1500 Upm). Nach 2 h wurden zur Induktion 0,1 mM IPTG zuge- 
geben und nach insgesamt 13 h die Fermentation beendet. Nach Emte und Waschen 
der Zellen (1,3 kg) wurden diese bis zur Verwendung (2-20 g/L im Ansatz) bei — 20°C 

15 gelagert. 

Beispiel 4: Screening nach Dehydrogenasen zur Reduktion von 3-Chior-1-(thien-2-yl)- 
propan-1-on 

20 a) Verschiedene Bakterien- und Pilzstamme (uberwiegend aus verschiedenen Stamm- 
sammlungen) wurden 24 bis 48 h in 20 ml LB-Medium, MRS-Medium (Fa.Difco) oder 
GYP-Medium (verwendet fur Hefen) (1% w/v D-Glucose, je 0.5 % w/v Hefeextrakt und 
Polypepton, pH 6.0) bei 30 Oder 37°C angezogen, in 3mM Tris-HCI pH7.5 gewaschen 
und in 2 ml Puffer resuspendiert. Ein Aliquot wurde mit 1 Vol. Glaskugeln (0,3-0, 5mm 

25 Durchmesser) in der SchwingmOhle aufgeschlossen (3x5 min mit Zwischenkuhlung a 
10 min auf Eis). Nach Abtrennung der TrObung durch Zentrifugation (5 min 140O0 
U/min 4°C) wurde ein klarer Rohextrakt erhalten. Die Zellsuspensionen und Rohextrak- 
te wurden anschlieGend getestet auf reduktive Aktivitat fQr 3-Chlor-1-(thien-2-yl)- 
propan-1-on aus Beispiel 3). 

30 

Verwendeter Assay: 

150 pi Zellen/Rohextrakt 
50 pi 1 M Glukoseldsung 
35 50 pi Glukose-Dehydrogenase (12-15 U/pl; 20-200 mg BFM/ml) aus Beispiel 3 
50 pi 2 mM NADH 
50 pi 2 mM NADPH 

10 pi 0,5 M 3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1-on in Methanol 
190 pi 50 mM MES pH 6,0 Oder Tris-HCI pH 7,5 

40 

Die Inkubation erfolgte bei 30 °C. Die Proben (200 pi) wurden mit 3 pi konz HCI nach 
1 , 2 oder 24 h abgestoppt. Nach Zentrifugation wurden die Oberstande per HPLC auf 
3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1-on und 3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol untersucht 
(Chromolith Speed ROD, RP-18e 50 - 4,6mm, FluB 1,5 ml/min, 0,0 - 1,0 min: 35% A- 
45 cetonitril+ 65% 10mM KH 2 P0 4 Puffer pH 2,5; 1,1 - 1 ,3 min: 80% Acetonitril+ 20% 

10mM KH2PO4 Puffer pH 2,5; 1,3 - 2,0 min: 35% Acetonitril+ 65% 10mM KH 2 P0 4 Puf- 
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fer pH 2,5; Detektion bei 230 nm (Alkohol) und 260 nm (Keton) bei einer Retentionszeit 
Rt = 1,250 min (3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1-oO und Rt = 1,500 min (3-Chlor-1- 
(thien-2-yl)-propan-1-on); eventuelle Nebenprodukte aus HCI-Eliminierung (1-Thien-2- 
yI-propen-1-on und 1-Thien-2-yl-propen-1-ol) bei Rt = 0,971 min und Rt = 1,1 65 min). 

5 

Ausgewahlte Stamme wurden wiederholt getestet, wobei zur Bestimmung des Enanti- 
omerenuberschusses (ee) die Proben mit Methyl-tert.-butylether (MTBE) oder Methyli- 
sobutylketon (MIBK) extrahiert und per chiraler GC- oder HPLC-Analytik charakterisiert 
wurden. Folgende Methoden wurden hierzu verwendet: GC: Hydrodex-ft-6-TBDM, 25 

10 m, 90°C 10min 5°C/min 180°C 10min, Laufeeit: 38 min, Inlets: Heater 200°C, Pres- 
sure: 106.8 kPa, Total Flow: 102 ml/min, Split Ratio: 125:1, Split Flow: 99.8 ml/min, 
Detector: 200°C bzw. HPLC: Chiracel OD-H, 250*4,6mm (Daicel), 40°C, FluB 1,0 
ml/min, 0,0 - 1,0 min: 97,5% n-Hexan+2,5% Isopropanol; Detektion bei 230 nm (Alko- 
hol) und 260 nm (Keton) bei Rt 9,50 (3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1-on), Rt 16,60 min 

1 5 (R-3-Chlor-1 -(thien-2-yl)-propan-1 -ol) und Rt 1 8,30 min (S-3-Chlor-1 -(thien-2-yl)- 
propan-1-ol). 

b) Verschiedene Lactobacillus-Stamme wurden neu isoliert 

20 

Die Lactobacillus brevis-Stamme Lu10288,10290 und 10291 wurden wiefolgt isoliert. 
b1) Verwendete Medien 

25 Klevmanns-Medium: 

In 915ml werden folgende Substanzen gelost 

10g/I Trypton (Difco-Becton Dicinson) 

7g/l Hefe Extrakt (Difco-Becton Dicinson) 

2g/l Beef Extrakt (Difco-Becton Dicinson) 
30 5 g/l Fructose 

2 g/l Maltose 

3,6 g/l Gluconsaure 50% 

1,9 g/l Citronensaure*H 2 0 

5 g/l Acetat 
35 1 g/l Tween 80 

0,2 g/l MgS0 4 *7H 2 0 

0,05 g/l MnS0 4 

0,01 g/l FeS0 4 

0,4 g/l L-Cystein 
40 1,25mlNH40H25% 

fur Agarplatten: Zusatz von 2% Bacto Agar (Difco-Becton Dicinson) 

Der pH der Losung wurde auf 5,4 eingestellt. 

Die Losung wurde 15' bei 121°C autoklaviert. 

45 Nach dem Autoklavieren wurden 50 ml sterile Glucoselosung (5g ad 50 ml H 2 0) und 
40ml Ethanol unter RQhren zugesetzt und Agar-Platten gegossen. 
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KMB-Medium: 

10g/l Trypton (Difco-Becton Dicinson) 

7g/l Hefe Extrakt (Difco-Becton Dicinson) 
5 2 g/l KH 2 PO A 

1 g/l Tween 80 

0,5 g/l MgS0 4 *7H20 

1 g/l MnS0 4 

20g/l CaC0 3 
10 10g/l Glucose 

1 ,5% Agar fur die Herstellung von Agarplatten 

Die Losung wurde 15' bei 121°C autoklaviert. 

Die Glucose und das CaC0 3 (RTedel de Haen) wurden separatat gelOst und autokla- 
viert und vor dem PlattengielJen mit dem Agar vermischt. 

15 

b2) Isolierung der Mikroorganismen: 

5-10 g Mais-Silage aus dem Norddeutschen Raum (LUFA-Oldenburg) wurde in einern 
50 ml Erlenmeyerkolben anaerob bei 37 °C Qber Nacht mit 20 ml Saline inkubiert. Der 
erhaltenen flussige Anteil wurde 1:100 in 50 ml Kleymanns Medium iiberimpft und an- 
20 aerob 24h bei RT und leichtem ROhren inkubiert. Danach wurde die Zellsuspension auf 
die beschriebenen Kleymanns-Selektionsagarplatten ausplattiert. Die Platten wurden 
anaerob fQr 48-72h bei 37°C inkubiert und die erhaltenen Kolonien durch wiederholtes 
Ausstreichen auf KMB-Medium isoliert. 

25 In flussigem KMB-Medium mit 20 g/l Fructose (24 h 37°C, 50 Upm) fand die Charakte- 
risierung der Stamme durch Bestimmung des Saure-Fermentationsmusters statt (pH- 
Messung und Konzentrationsbestimmung von Glucose, Fructose, Lactat, Acetat, E- 
thanol per HPLC-Analyse der Kulturiiberstande). Heterofermentative Stamme mit Ace- 
tat- und Lactatbildung wurden isoliert und per Analyse der 16sRNA systematisch cha- 

30 rakterisiert. 

c) Screening-Ergebnisse 

Die Tabellen 1,2 und 3 zeigen beispielhafte Stamme bzw. die Umsatze und ee-Werte>. 

35 

Tabelle 1 



Lu Nr.: 


Gattung 


Art 


Sammlung 


Nummer 


44 


Byssochlamys 


fulva 


IMI 


163641 


105 


Geotrichum 


candidum 


ATCC 


28747 


106 


Geotrichum 


candidum 


ATCC 


20141 


582 


Pichia 


glucozyma 


ATCC 


18938 


716 


Hansenula 


polymorpha 
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-u Nr.: ( 


3attung * 


\rt ! 


Sammlung 


Nummer 


9085 


Baccharomyces r 


ouxi 


FO 


493 


18441 


<luyveromyces 


actis > 


\TCC 


56498 


27071! 




serevisiae L 


\TCC 


9080 


3458 


Geotrichum < 


candidum i 


ATCC 


34614 


896 


Geotrichum 


vanrij 


ATCC 


22375 


897 


Geotrichum 


fermentans 


ATCC 


56301 


3458 


Geotrichum 


klebahnii 


ATCC 


20001 


4986 


Candida 


utilis 






8472 


Candida 


magnoliae 


ATCC 


12573 


1821 


Candida 


guilliermondii 


ATCC 


20403 


1823 


Candida 


guilliermondii 


ATCC 


20474 


8478 


Candida 


tropicalis 


ATCC 


24887 


8833 


Rhodotoruia 


aurantiaca 


ATCC 


32770 


127 


Pseudomonas 


desmolytica 


NRRL 


3108 


404 


Rhodococcus 


fragi 


IFO 


12049 


444 


Pseudomonas 


paucimobilis 


ATCC 


10829 


493 


Pseudomonas 


citronellolis 


ATCC 


13674 


4006 


Pseudomonas 


lemoignei 


NCIMB 


9947 


809£ 


Burkholderia 


gladioli 


ATCC 


25417 


851 C 


Rhodococcus 


ruber 


DSMZ 


8316 


10288 


Lactobacillus 


brevis 


* 




1029( 


) Lactobacillus 


brevis 


_* 




1029- 


Lactobacillus 


brevis 


_* 





Tabelle2 Umsatze: 



Lu Nr.: 


Gattung 


Art 


OD 
600 


Umsatz 
2h/mM 


Umsatz 
24h/mM 


44 


Byssochlamys 


fulva 


n.b. 


0,0 


0,2 


105 


Geotrichum 


candidum 


12,18 


0,2 


0,2 


106 


Geotrichum 


candidum 


7,8 


3,1 


4,1 


582 


Pichia 


glucozyma 


9,98 


0.1 


0,1 


716 


Hansenula 


polymorpha 


12,24 


0,0 


0,3 



37 



WO 2005/033094 



PCT/EP2004/010939 



LuNr.: < 


Sattung ' 


\rt 


OD 
600 


Umsatz 
2h/mM 


Umsatz 
24h/mM 


908 J 


Saccharomyces r 


ouxi 


8,78 


0,0 


0,3 


18441 


fluyveromyces 


actis 


13,86 


0,0 


0,3 


2707 


Saccharomyces ( 


:erevisiae 


10 


0,2 


0,4 


3458 


Geotrichum 


sandidum 


8,26 


0,2 


0,4 


896 


Geotrichum 


vanrij 


11,36 


0,03 


n.b. 


897 


Geotrichum 


fermentans 


9,30 


0,04 


n.b. 


3458 


Geotrichum 


klebahnii 


10,84 


0,08 


n.b. 


4986 


Candida 


utilis 


11,06 


0,0 


0,2 


1821 


Candida 


guilliermondii 


5,76 


0,09 


n.b. 


1823 


Candida 


guilliermondii 


5,54 


0,07 


n.b. 


8472 


Candida 


magnoliae 


13,78 


0,8 


0,8 


8478 


Candida 


tropicalis 


2,6 


0,05 


n.b. 


8833 


Rhodotorula 


aurantiaca 


2,32 


0,1 


0,3 


127 


Pseudomonas 


desmolytica 


3,74 


0,0 


0,4 


404 


Rhodococcus 


fragi 


1,78 


n.b. 


0,3 


492 


Pseudomonas 


citronellolis 


3,54 


n.b. 


0,2 


4006 


Pseudomonas 


lemoignei 


2,24 


n.b. 


0,2 


809S 


Burkholderia 


gladioli 


15,3^ 


\ 0,1 


0,2 


851 C 


Rhodococcus 


ruber 


1,1 




n 1 


1028? 


Lactobacillus 


brevis 


4,89 


0,2 


0,4 


1029( 


) Lactobacillus 


brevis 


2,08 


0,1 


0,2 


1029' 


I Lactobacillus 


brevis 


2,84 


0,2 


0,2 



n.b.; nicht bestimmt 

Umsatze bezogen auf gebildeten 3-ChIor-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol in mM 
5 Tabelle 3 Testwiederholung mit ee-Wertbestimmung 



Lu Nr.: 


Gattung 


Art 


OD 
600 


Umsatz 
2h/mM 


ee-Wert 
24h/% 


10288 


Lactobacillus 


brevis 


4,89 


5,2 


n.b. 


105 


Geotrichum 


candidum 


7,86 


4,2 


98 


8472 


Candida 


magnoliae 


6,56 


0,13 


56 
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Beispiel 5: Reinigung der Dehydrogenase aus Lactobacillus brevis 

Zur Fermentation von Lactobacillus brevis Lu10288 wurde folgendes Medium ange- 



setzt: 

5 



1400 g 


Hefeextrakt (65 %) 


i 44,1 g 


Citronensaure 


63 g 


KH 2 P0 4 


21 ,5 g 


MaS0 4 * 7 H z O 


4,1 g 


MnS0 4 * H 2 0 


21 g 


Tween 80 


15,4 g 


(NH 4 ) 2 Fe(S0 4 ) 2 • 12H 2 0 


19 


Teqosipon 3062 




Medium mit Wasser auf 12,6 I auffiillen, pH-Wert auf 5,8 
einstellen, ca. 300 ml fur Vorkulturen entnehmen; Sterilisa- 
tion 30 min. bei 122 °C; 840 g Glukose +860 ml Wasser 
Idsen und sterilisieren; je 15 ml Glukoselosung zu 135 ml 
Vorkulturmedium in 1L-Kolben geben, Rest zum Fermen- 
tationsmedium zufQgen. 



2 Vorkulturen wurden von MRS-Agarplatte beimpft, 17 h bei 37°C, 200 Upm inkubiert 
und zum Fermentationsmedium gegeben. Die Fermentation wurde bei 37°C, 0,1 bar 
Innendruck, pH 5,8 mit einer Begasungsrate von 1 l/min und 100 Upm gestartet (keine 
10 pO r Regelung) und nach 23 h bei einer OD600 von 14,8 beendet. 

Die Aktivitat der gewaschenen Zellproben wurde analog zu Beispiel 4a) mit ruhenden 
Zellen in MES, pH6.0 bestimmt. 

15 

Die Reinigung der Dehydrogenase aus Lu10288 wurde wie folgt durchgefOhrt: 
Homogenisation: 

100g Biofeuchtmasse von Lu10288 (Lactobacillus brevis) wurden in 5 x 20g Portionen 
20 mit 100ml MES-Puffer, 1mM MgCI2, pH 7,1 resuspendiert und in einer KugelmOhle mit 
Glasperlen (0,1mm-0,2mm Durchmesser, 50ml resuspendierte Zellen zu 50ml Glas- 
perlen) in 10 Portionen fOr 20 Minuten unter EiskQhlung bei 4000rpm homogenisiert. 
Die Glaskugeln wurden uber eine G2 Glasnutsche abgetrennt und mit 20ml Puffer ge- 
waschen. Das gesammelte Homogenat wurde dann in einem GSA Rotor bei 12000rpm 
25 fQr 20 Minuten geklart (61 0ml). 

a) Q-Sepharose lonenaustausch-Chromatographie: 
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Eine Q-Sepharose fast flow (Pharmacia) mit einem Durchmesser von 5cm und einem 
Volumen von 400 ml wurde in 20 mM MES-Puffer, 1 mM MgCI 2 , pH 6,8 aquilibriert. 
610 ml Homogenat wurden mit 11 Tabletten Complete (Proteaseinhibitor-Mischung, 
Roche, Complete, EDTA-free; Cat. No.: 1873580) versetzt und auf die Q-Sepharose- 
5 Saule bei einer Auftragsgeschwindigkeit von 10ml/min aufgetragen. Die Detektion bei 
280 nm. Dann wurde im gleichen Puffer mit drei Saulenvolumina gewaschen. Zur Elu- 
tion wurde ein linearer Gradient von 20 mM MES, 1 mM MgCI 2 , 1 M NaCI, pH 6,8 
angelegt (in 100 Minuten von 0% NaCI nach 100% NaCI). Es wurden 10 ml Fraktionen 
gesammelt und getestet. Fraktion 42 bis 62 war im HPLC-Test mit 3-Chlor-1-(thien-2- 
10 yI)-propan-1-on aktiv. 

b) Superdex Molekularsieb-Chromatographie: 

Eine Superdex 200 Molekularsiebsaule (Pharmacia) mit einem Durchmesser von 2,6 
cm und einem Volumen von 240 ml wurde in 20 mM MES, 1 mM MgCI 2l ITablette 

15 Complete pro Liter Puffer (EDTA frei), pH 7,1 aquilibriert. Die Wertfraktionen der Q- 
Sepharose wurden vereinigt (240ml) und durch langsame Zugabe von 124 g Ammoni- 
umsulfat auf 80 %ige Sattigung eingestellt. Der pH wurde auf 7,1 gehalten. Die Losung 
wurde 10 Minuten bei 4°C geruhrt und dann 20 Minuten bei 12000 U/min abzentrifu- 
giert. Das erhaltene Pellet wurde in 5 ml Aquilibrierungspuffer resuspendiert und fur 1 

20 Stunde bei 4 Grad Celsius dialysiert (10 kDa AusschlulJvolumen). Die dialysierte Lo- 
sung wurde in zwei Teile a 9 ml aufgeteilt und auf die Molekularsiebsaule bei einem 
FluB von 4ml pro Minute aufgetragen. 4 ml Fraktionen wurden gesammelt und getes- 
tet. Fraktionen 48 bis 56 waren wieder fOr beide Substrate aktiv. 

25 c) Mono-Q lonenaustausch-Chromatographie: 

Eine preparative Mono-Q HR Saule (Pharmacia) mit einem Volumen von 20 ml wurde 
in 20 mM MES, 1mM MgCI 2l pH 7,1 aquilibriert. 70 ml der vereinigten Wertfraktionen 
der Superdex wurden mit einer Flussgeschwindigkeit von 4 ml pro Minute aufgetragen. 
Nach dem Waschen der Saule wurde die Saule mit einem linearen Gradienten in 1 0O 

30 Minuten nach 100% 20 mM MES, 1 mM MgCI 2 , 0,5 M NaCI , pH 7,1 entwickelt. Es 
wurden 4 ml Fraktionen gesammelt. Aktive Fraktionen (Fraktion 36 bis 41) wurden 
vereinigt. 

d) Mono-P lonenaustausch-Chromatographie: 
35 Eine Mono-P Saule (Pharmacia, 4 ml) wurde in 20 mM MOPS, 1mM MgCI 2 , pH 7,1 
aquilibriert. 21 ml der Mono-Q Wertfraktion wurde bei einem FlulS von 0,75 ml/min auf- 
getragen. Nach dem Waschen bis zur Basislinie wurde ein linerarer Gradient in 10O 
Minuten nach 100% 20 mM MOPS, 1 mM MgCI 2> 0,5 M NaCI, pH 7,1 angelegt. Frakti- 
onen (0,75ml) wurden gesammelt Aktive Fraktionen (34-39) wurden vereinigt. 

40 

Aktivitatsfarbung in Gelen: 

Die Probe wurde mit dem gleichen Volumen Novex ^Native Tris-Glycin" Probenpuffer 
(Novex) verdiinnt. Die Tris-Glycin-Gele von Anamed (ohne SDS, 1 mm dick, 10 Pro- 
bentaschen) wurden in die Laufkammer eingebaut. Als Laufpuffer wurde Invitrogen 
45 Jris-Glycin Native" Laufpuffer (Invitrogen) (10x) nach Verdunnung eingesetzt. Die 
Probentaschen wurden beladen und das Gel bei 200 V und ca 50 mA gestartet. Die 
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Dauer der Elektrophorese betrug etwa 1,5 Stunden. Die Laufkammer stand in Eiswas- 
ser. Nachdem das Gel ausgebaut wurde kam es in eine Glasschale und wurde in 
50mM MES, 8mM MgCI 2f pH 6,2 gewaschen und inkubiert. 

5 Dann wurde zu diesem Gel in dieser Losung 0,35mM NADP und 0,35mM NAD, 
19,6mg NB-Tetrazolium und 2,1 mg Phenazin Ethosutfat (PES) gegeben. Dann erfoigte 
die Zugabe des Substrates (3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol) ad 1mM Endkonzentra- 
tion. Die Gele standen bis zur Farbung in Dunkelheit. Ein typisches Gel ist in Figur 1 
gezeigt. 

10 



Bilanz der Isolierung von LU 10288 Dehydrogenase 



Bezeichnung 


Volumen 
[ml] 


Protein 
[mg/ml] 


Aktivitat 
[U/l] 


spezifische 
Aktivitat 


ee-Wert 
(S) 


Protein 
gesamt 


Aktivitat 
gesamt 


Aus- 

beute 

Protein 


Aus- 

beute 

Aktivitat 










[mU/mg] 


[%] 


[mg] 


[U] 


[%] 


in [%] 


Zellsuspen- 
sion 


500 




270,1 




95.0 


0.0 


135,1 




100,0 


Homogenat 


610 


3,35 


98.1 


29,3 


94,1 


2043,5 


59,6 


100,0 


44,3 


WP-Q- 
Sepharose 


240 


2,25 


49,3 


21,9 


97,0 


540.0 


11,8 


26,4 


8.8 


WP-Superdex 
direkt best.* 


70 


2,17 


134 


61,8 


45.3 


151.9 


9,38 


7.4 


6,95 


WP-Superdex 
8 Tage 4°C** 


70 


2.17 


6,4 


2,9 


62.4 


151.9 


0.45 


7.4 


0,33 


WP- Mono Q 


21 


0,31 


9.6 


31.0 


67.1 


6,5 


0,20 


0,32 


0,15 


WP-Mono P 


4,2 


0,91 


29,8 


32,7 


71.3 


3,8 


0,13 


0,19 


0.09 



Wp: Wertpeak-Fraktionen 

* Aktivitatbestimmung der frischen Probe 

** Aktivitatbestimmung nach Lagerzeit 

15 

Der N-Terminus der so gereinigten Dehydrogenase wurde nach SDS-PAGE und 
Gelblotting mittels Edman-Sequenzierung bestimmt (SEQ ID NO: 1). 



20 Beispiel 6: Reinigung der Dehydrogenase aus Candida magnoliae 

Zur Fermentation von Candida magnoliae Lu8742 wurde 2 Vorkulturen in 150 ml Me- 
dium mit 8 g/l Hefeextrakt (65%), 5 g/I Pepton, 3,5 g/l Glucose, 5 g/l KH 2 P0 4 , 2 g/l 
MgS0 4 * 7H 2 0, pH6,0 15 Stunden bei 28 °C und 200 Upm angezogen und in 13,2 I 
25 analoges Medium mit 10,7 g/l Glucose und 4 ml Tegosipon Qberimpft Die Fermentati- 
on wurde bei 28°C, 0,1 bar Innendruck, pH 6,0 mit einer Begasungsrate von 5 l/min 
und 500 Upm gestartet (Regelung p0 2 > 20%) und nach 26 h bei einer OD600 von 
15,1 beendet. 
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Homogenisation: 

Die geernteten Zellen (378 g Biofeuchtmasse) wurden in 1 I 50 mM MES +1 mM 
MgCI 2l pH 6,5 mit 10Tabletten Protease-lnhibitor Complete(ohne EDTA), Fa. Roche, 
5 suspendiert (ca. 9 x Konz.) und 2 x mit 1000 bar in einem Microfluidizer Z04 aufge- 
schlossen. Nach Zentrifugation (20 min/10000 g) wurde die Halfte des klaren Ober- 
standes (1 ,3 I Homogenat) wie nachfolgend beschrieben gereinigt. Dabei wurden die 
Fraktions-Proben in geeigneter Verdunnung in 50 mM MES pH 6,0, 0,2 mM 
NaDH/NaDPH, 100 mM Glucose, 50 pl/ml GDH und 10 mM 3-Chlor-1-(thien-2-yl)- 
1 0 propan-1 -on bei 30°C auf Aktivitat getestet. 

Q-Sepharose lonenaustausch-Chromatographie: 

Eine Q-Sepharose fast flow (Pharmacia) mit einem Durchmesser von 5 cm und einem 
Volumen von 400 ml wurde in 20 mM MES-Puffer, 1 mM MgCI 2 , pH 6,8 aquilibriert. 

15 650 ml Homogenat wurden mit 11 Tabletten Complete (Proteaseinhibitor Mischung) 
versetzt und auf die Q-Sepharose-Saule bei einer Auftragsgeschwindigkeit von 7,5 
ml/min aufgetragen. Die Detektion erfolgte bei 280 nm. Dann wurde mit 700 ml glei- 
chem Puffer gewaschen. Zur Elution wurde ein linearer Gradient von 20 mM MES, 1 
mM MgCI 2 , 0,75 M NaCI, pH 6,8 angelegt (in 100 Minuten von 0% NaCI nach 100% 

20 NaCI) und mit 200 ml 20 mM MES, 1 mM MgCI 2 , 0.75M NaCI, pH 6,8 nachgewaschen. 
Es wurden 10 ml Fraktionen gesammelt und getestet. Fraktion 56 bis 96 war im HPLC- 
Test mit 3-ChIor-1-(thien-2-yl)-propan-1-on aktiv. 

Ammoniumsulfat-Fallung: 

25 41 ml Q-Sepharose-Wertpeak-Fraktionen wurden ad 90 % mit (NH 4 ) 2 S0 4 gesattigt (pH 
6,2), 30 min bei 4°C geruhrt und anschlie&end 10 min bei 10000 g zentrifugiert Das 
erhaltene Pellet wurde in 10 ml 20 mM MES, 1 mM MgCI 2 , 1 Tablette/I Complete(ohne 
EDTA), Fa. Roche, pH 6,2 suspendiert und 30 min gegen 20 mM MES, 1 mM MgCI 2l 
1 Tablette/I Complete(ohne EDTA), Fa. Roche, pH 6,2, in einem Slide-A-Lyzer, Fa. 

30 Pierce (10 kDa Ausschlussvolumen), dialysiert. 

Superdex Molekularsieb-Chromatographie: 

Eine Superdex 200 Molekularsiebsaule (Pharmacia) mit einem Durchmesser von 2,6 
cm und einem Volumen von 240 ml wurde in 20 mM MES, 1 mM MgCI 2 , 1 Tablette 
35 Complete pro Liter Puffer (EDTA frei), pH 6,2 aquilibriert. Das Dialysat aus der Am- 
moniumsulfatfallung (2 x 7ml) wurde auf die Molekularsiebsaule bei einem FluB von 4 
ml pro Minute aufgetragen. 4 ml Fraktionen wurden gesammelt und getestet. Fraktio- 
nen 21 bis 24 waren wieder fur beide Substrate aktiv. 

40 Mono-Q lonenaustausch-Chromatographie: 

Eine Mono-Q HR5/5 Saule (Fa. Pharmacia) mit einem Volumen von 1 ml wurde in 20 
mM MES, 1 mM MgCI 2 , pH 6,8 aquilibriert. 10ml der vereinigten Wertfraktionen der 
Superdex-Saule wurden mit einer Flussgeschwindigkeit von 1ml pro Minute aufgetra- 
gen. Nach dem Waschen der Saule wurde die Saule mit einem linearen Gradienten in 

45 100 Minuten nach 100% 20 mM MES, 1 mM MgCI 2 , 0,75 M NaCI, pH 6,8 entwickelt 
und 10 min mit 20 mM MES, 1 mM MgCI 2f pH 6,8 nachgespult. Es wurden 1 ml Frakti- 
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onen gesammelt (Detektion 226 nm). Aktive Fraktionen (Fraktion 24 bis 27) wurden 
vereinigt 



Das Ergebnis der Isolierung ist in folgender Tabelle zusammengefasst 

5 



Probe 


Vol. 
[ml] 


Aktivitat 
[U/l] 


Gesamt- 
aktivitat 

Tml 11 

imuj 


AKtivrtats- 
ausbeute 
L/oJ 


Protein 

[g/L] 


Gesamt- 
protein 
fmg] 


Protein- 

ausbeute 

ro/,i 
1 /o] 


ee(*) 


spez.Akt 
[U/g Pro- 
tein] 


Homo- 
gen at 


650 


30 


19500 


100,0% 


5,70 


3705 


100 


72,1 


5,3 


Q-Wp 


54 


42,8 


2310 


11,8% 


3,58 


193 


5,2 


84,6 


11,9 


AS-Fall. 


18 


217,2 


4005 


20,5% 


5,49 


101 


2,7 


91,3 


39,6 


Superde 
x-Wp 


49 


35,6 


1733 


8,9% 


0.33 


16.1 


0,43 


91,6 


107,7 


MonoQ- 
Wp 


12 


12,5 


148 


0,8% 


0,05 


0,44 


0,01 


97,0 


253,0 



* (S)-3-ChloM-(thien-2-yl)-propan-1-ol 
AS-Fall.: Ammoniumsulfat-Fallung 
Wp: Wertpeak-Fraktionen 



10 Der N-Terminus der so gereinigten Dehydrogenase wurde nach SDS-PAGE und 
Gelblotting mittels Edrnan-Sequenzierung bestimmt (SEQ ID NO: 2). 



Beispiel 7: Herstellung von (S)-3-Methylamino-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol l-S durch 
1 5 Reduktion mit einer Dehydrogenase aus Lactobacillus brevis 

Lactobacillus brevis Lu10288 wurde wie in Beispiel 4 angezogen und geerntet. Die 
ruhenden Zellen (10-100 g/L Biomasse) wurden mit 0,2 - 2 mM NAD(P) + , 1 bis 100 g/L 
des Propanons aus Beispiel 1 (batch oder fed-batch) und 18 g/L Glucose versetzt und 
20 2-8 h bei 30 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Titration mit 0,5 M NaOH bei pH 
6,0-7,0 gehalten und durch HPLC-Analytik verfolgt. Figuren 2A und B zeigen typische 
Verlaufe gemaB den Ansatzen 1 bzw.2. 



Ansatz 1 : 




9 ml 


Zellsuspension Lu 10288 (mit 200g BFM / 1) 


3 ml 


1 M Glukose Losung 


3 ml 


20 mM NADP Losung 


0,9 ml 


GDH Losung (12-15 U/ul) 


3 ml 


1 M NaCI Losung 


11,1 ml 


Wasser 


+ 10 mM 


Keton (aus Beispiel 1) 



Nach 1 h wurden erneut 10 mM Keton zugegeben. 
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Ansatz 2: 




9 ml 


Zellsuspension Lu10288 (200g BFM / I) 


3 ml 


1 M Glukose-Losung 


3 ml 


2 mM NADP-L6sung 


3 ml 


2 mM NAD-L6sung 


0,9 ml 


GDHLosung (12-15 W[i\) 


3 ml 


1 M NaCI Losung 


11,1 ml 


Wasser 


+ 10 mWl 


Keton (0,6 ml 0,5 M Keton aus Beispiel 1 in Methanol) 



Nach 45, 110, 180 und 300 min wurden erneut je 10 mM Keton zugegeben. 



Im AnschluB wurde die Biomasse durch Zentrifugation und/oder Filtration entfernt. 
10 Die NMR-Analyse der MTBE-Extrakte ergab einen 3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol- 
Gehalt von 60-70%. Die Gehalte an nicht umgesetztem 3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan- 
1-on sowie an dem Nebenprodukt 1-Thien-2-yl-propen-1-on lagen je unter 10%. 1- 
Thien-2-yI-propen-1-ol konnte nur in Spuren detektiert werden. 

15 Zu dem zellfreien wassrigen Ansatz gab man anschlieBend 1 ,1 g 40%ige wassrige 
Methylaminlosung zu. Das Gemisch wurde 6 h bei 60 °C unter Eigendruck gerGhrt. 
Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur entfernte man das Losungsmittel, digerierte 
den Ruckstand mit Toluol und filtrierte davon ab. Alternativ konnte die Zellabtrennung 
nach der Aminierungsreaktion durchgefOhrt werden. Nach dem Trocknen des Filtrats 

20 erhielt man 202 mg der Titelverbindung in Form eines hellgelben Feststoffs. Man er- 
hielt das S-Enantiomer in einem Enantiomerenuberschuss von 95 % ee. Die Bestim- 
mung des ee-Wertes erfolgte durch Bestimmung des Drehwertes (c = 1 , Losungsmit- 
tel: Methanol) und mittels Shift-NMR (Shift-Reagenz: 2,2,2-Trifluor-1-(9-anthryl)ethanol 
(+) (TFAE) ; Losungsmittel: CDCI 3 ; 500 MHz) 

25 

Beispiel 8: Klonierung der Dehydrogenase aus Lactobacillus brevis Lu 10288 

a) Chromosomale DNA-Praparation aus LU10288 nach vorheriger Protoplastierung: 

(1) Benotiqte Losunqen 

30 

Losungl: 



35 
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0,4 1M Saccharose 
0,01MMgSO 4 *7H 2 O 
5ml/l M12-Medium 1:2 
10ml/l 10% KH 2 P0 4 pH 6,7 
2,5 mg/ml Lysozym (kurz vor Gebrauch zugeben) 
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Ansetzen der Ldsungl wie folgt: 

14,03 g Saccharos, 0,25 g MgS0 4 *7H 2 0, 5ml M12 (10x cone) und 1 ml 10% KH 2 P0 4 
pH 6,7 auf 100 ml auffullen und sterilfiltrieren. 

5 Proteinase: Fa. Qiagen, 20mg/ml stock solution 

RNase: Fa. Qiagen, 100mg/ml stock solution 

TE-Puffer: 1 0mM Tris*CI pH8, 1 mM EDTA pH 8 

10 

(2) Anzucht und AufschluR: 

- Anzucht Qber Nacht in 100ml MRS- Medium (Fa. Difco) in 250ml Erlenmeyerkol- 
ben mit Schikanen bei 37°C und 200 rpm. 

- Zellen zentrifugieren: 4000 rpm, 10 min, 4°C 

15 - Oberstand verwerfen und das Pellet in 5ml L6sung1(+ Lysozym) aufnehmen und 
gut resuspendieren. Im Brutschrank (37°C) 1 - 4h inkubieren. 

- Protoplasten vorsichtig zentrifugieren: 3000 rpm, 10 min. 

- Oberstand verwerfen, Pellet mit 10 ml Losungl (ohne Lysozym) waschen: 3000 
rpm, 4°C, 8 min. 

20 - Oberstand verwerfen, Pellet mit 10 ml 0,01 M Tris-HCI pH 8,0 waschen: 3000rpm, 
4°C, 8 min. 

- Oberstand verwerfen, Pellet in 4 ml TE - Puffer resuspendieren. 

- Zugabe von 0,5 ml 10% SDS und 0,5 ml 5M NaCI, vorsichtig mischen. 

- Zugabe von 1 mg Proteinase K (Qiagen Proteinase: 20 mg/ml, also 50 pi) und In- 
25 kubation bei 37°C, uber Nacht im Brutschrank. 

- Diesen Ansatz mit TE - Puffer auf 20 ml auffullen. 



(3) Extraktion: 

30 - Zugabe von Phenol 1:1, d.h. 20ml Phenol + 20 ml Ansatz. Vorsichtig mischen und 
bei 4°C, 4000 rpm, 5min zentrifugieren. 

- Obere Phase abheben und in neues Falcon (20ml) Qberfuhren. 

- Zugabe von 20ml Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1). Vorsichtig mischen 
und bei 4°C, 4000rpm, 5min zentrifugieren. 

35 - Obere Phase abheben und in neues Falcon (ca. 18ml) Qberfuhren. 

- Zugabe von 18 ml Chloroform: Isoamylalkohol (24:1, also 18ml Chloroform+333|jl 
Isoamylalkohol). Vorsichtig mischen und bei 4°C, 4000 rpm, 5min zentrifugieren. 
Diesen Schritt so lang wiederholen, bis obere Phase klar ist. 

- Obere Phase (18ml) mit 2 Volumen Ethanol (36ml) fallen. Zugabe von 1/50 3M 
40 Natriumacetat (ca. 360pl). Mindestens 30min bei -20°C fallen lassen. 

Danach bei 4°C, 12000 rpm, 30min zentrifugieren. 

- Oberstand verwerfen, Pellet in 1-2ml TE-Puffer aufnehmen. Zugabe von 20jjg 
RNase pro ml TE-Puffer. 

Inkubation: 1h, 37°C im H 2 0-Bad. 

45 



45 



WO 2005/033094 



PCT/EP2004/010939 



(4) Dialvse: 

Nach RNase-Behandlung fQIlt man den Ansatz in einen Dialyseschlauch. Es wird 3mal 
jeweils fur 1 Stunde bei 4°C in 1,51 TE-Puffer dialysiert. Der letzte Dialyseschritt ist 
auch uber Nacht moglich. 

5 

- Dialysierte DNA in Falcon fullen und auf mehrere Eppendorff-Gefafte verteilen 

(500pl). 

- Zugabe von 2 Volumen Ethanol (1 OOOpl) und 1/3 Volumen 2M LiCI (166pl). 

- Fallung bei -20°C, mindestens 30min. Danach bei 4°C, 12000 rpm, 30min zentri- 
10 fugieren. 

- Gberstand vorsichtig abschQtten. 

- Waschen des Pellets mit 20ml 70% Ethanol und bei 12000 rpm, 4°C, 15min zentri- 
fugieren. 

- Gberstand vorsichtig abschQtten, das Pellet an der Luft trocknen lassen und die 
15 DNA in entsprechendem Volumen 10mM Tris*HCI pH 8,0 aufnehmen (je nach Pel- 

letgrdlieab 100 jjI). 

Zur Verbesserung des Riicklosens wurde die DNA 1-2 Stunden im Eppendorfschuttler 
bei 55-60°C bei leichter SchQttelfrequenz (400 rpm) inkubiert. 

20 

b) Aus der Proteinreinigung des Beispiels 5 wurden nach tryptischem Verdau und 
Edmannsequenzierung der Peptide weitere Aminosauresequenzen erhalten. Ergeb- 
nisse der Sequenzanalyse sind in Fig. 3B zusammengestellt. 

25 

Die Sequenz FWDGGYTAQ (vgl. V8-RP Fr.7) stellt aufgrund des Abbruchs vermut- 
lich den C-Terminus dar. Von dieser und von der N-terminalen Aminosauresequenz 
(SEQ ID NO. 1) wurden unter Berucksichtigung der Codon Usage von Lactobacillus 
brevis Nukleinsauresequenzen abgeleitet (Primer Mke338 und 339), die wie folgt der 
30 Klonierung des Dehydrogenase-Gens durch PCR-Amplifikation an chromosomaler 
DNA aus Lu10288 (Protokoll siehe oben) dienten. 



PCR: 



Template 


Primer 


Produkt Lange 


Chromosomale DNA aus Lu 10288 * 


Mke338+Mke339 


ca. 800 bp 



* hergestellt gemali Beispiel 8a) 

35 



Primer: 



Primer Nr. 


Sequenz (5 -3 ^) 


Position 


Mke338 


GGGAATTCCATATGTCTAACCGTTTGG 


N-Term-Primer (Ndel) 


Mke339 


CGTAGGGAAGCTTATTGAGCAGTGTAGC 


OTerm-Primer (Hindlll) 
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Die PCR wurde nach Stratagene-Standardvorschrift mit Pfu-Polymerase (Stratagene) 
und dem folgenden Temperatur-Programm durchgefOhrt: 95°C fQr 5 Minuten; 30 Zyk- 
ien mit 95°C fur 45 sec, 52°C fur 45 sec, und 72°C fQr 1 min 20 sec; 72°C fur 10 min.; 
5 10°G bis zur Verwendung, Das PCR-Produkt (0 : 8 kB) wurde durch Agarosegel- 
Electrophorese (1,2%E-Gel, Invitrogen) und S§u!en-Chromatographie (Mini-Elute, 
Qiagen) isoliert und anschliefiend mit Ndel/Hindlll verdaut und in entsprechend ver- 
dauten pDHE19.2-Vektor (ein pJOE-Derivat, DE1 98481 29) kloniert. Die Ligationsan- 
satze wurden in E.coli XL1 Blue (Stratagene) transformiert. Die Sequenzierung ent- 
10 sprechender Klone ergab als Insert im so erhaltenen Plasmid pDHE10288adh1 die in 
SEQ ID NO:3 dargestellte Nukleinsauresequenz, die der Aminosauresequenz SEQ ID 
NO:4 entspricht. In ihrfinden sich alle in Beispiel 5 und 8 identifizierten Peptide wieder. 



15 



SEQ ID NO: 4 Aminosauresequenz der Dehydrogenase aus Lu10288 



1 MSNRLDGKVA IVTGGTLGIG LAIATKFVEE GAKVMITGRH SDVGEKAAKS 

51 VGTPDQIQFF QHDSSDEDGW TKLFDATEKA FGPVSTLVNN AGIAVNKSVE 

101 ETTTAEWRKL LAVNLDGVFF GTRLGIQRMK NKGLGASI IN MS S I EGFVGD 

151 PSLGAYNASK GAVRIMSKSA ALDCALKDYD VRVNTVHPGY IKTPLVDDLP 

20 201 GAEEAMSQRT KTPMGHIGEP NDIAYICVYL ASNESKFATG SEFWDGGYT 

251 AQ* 



.25 SEQ ID NO: 3 Nukleinsauresequenz der Dehydrogenase aus Lu10288 (sowie Ge- 
genstrang) 

1 ATGTCTAACC GTTTGGATGG AAAAGTAGCA ATCGTTACAG GTGGTACGTT 
TACAGATTGG CAAACCTACC TTTTCATCGT TAGCAATGTC CACCATGCAA 
30 51 GGGTATCGGT TTAGCTATCG CCACGAAGTT CGTTGAAGAA GGGGCTAAGG 

CCCATAGCCA AATCGATAGC GGTGCTTCAA GCAACTTCTT CCCCGATTCC 
101 TCATGATTAC CGGCCGGCAC AGCGATGTTG GTGAAAAAGC AGCTAAGAGT 
AGTACTAATG GCCGGCCGTG TCGCTACAAC CACTTTTTCG TCGATTCTCA 
151 GTCGGCACTC CTGATCAGAT TCAATTTTTC CAACATGATT CTTCCGATGA 
35 CAGCCGTGAG GACTAGTCTA AGTTAAAAAG GTTGTACTAA GAAGGCTACT 

201 AGACGGCTGG ACGAAATTAT TCGATGCAAC GGAAAAAGCC TTTGGCCCAG 
TCTGCCGACC TGCTTTAATA AGCTACGTTG CCTTTTTCGG AAACCGGGTC 
251 TTTCTACATT AGTTAATAAC GCTGGGATCG CGGTTAACAA GAGTGTCGAA 
AAAGATGTAA TCAATTATTG CGACCCTAGC GCCAATTGTT CTCACAGCTT 
40 301 GAAACCACGA CTGCTGAATG GCGTAAACTA TTAGCCGTCA ACCTTGATGG 

CTTTGGTGCT GACGACTTAC CGCATTTGAT AATCGGCAGT TGGAACTACC 
351 TGTCTTCTTC GGTACCCGAT TAGGGATTCA ACGGATGAAG AACAAAGGCT 
ACAGAAGAAG CCATGGGCTA ATCCCTAAGT TGCCTACTTC TTGTTTCCGA 
401 TAGGGGCTTC CATCATCAAC ATGTCTTCGA TCGAAGGCTT TGTGGGTGAT 
45 ATCCCCGAAG GTAGTAGTTG TACAGAAGCT AGCTTCCGAA ACACCCACTA 

451 CCTAGCTTAG GGGCTTACAA CGCATCTAAA GGGGCCGTAC GGATTATGTC 
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GGATCGAATC CCCGAATGTT GCGTAGATTT CCCCGGCATG CCTAATACAG 
501 CAAGTCAGCT GCCTTAGATT GTGCCCTAAA GGACTACGAT GTTCGGGTAA 

GTTCAGTCGA CGGAATCTAA CACGGGATTT CCTGATGCTA CAAGCCCATT 
551 ACACTGTTCA CCCTGGCTAC ATCAAGACAC CATTGGTTGA TGACCTACCA 
5 TGTGACAAGT GGGACCGATG TAGTTCTGTG GTAACCAACT ACTGGATGGT 

601 GGGGCCGAAG AAGCGATGTC ACAACGGACC AAGACGCCAA TGGGCCATAT 

CCCCGGCTTC TTCGCTACAG TGTTGCCTGG TTCTGCGGTT ACCCGGTATA 
651 CGGTGAACCT AACGATATTG CCTACATCTG TGTTTACTTG GCTTCTAACG 

GCCACTTGGA TTGCTATAAC GGATGTAGAC ACAAATGAAC CGAAGATTGC 
10 701 AATCTAAATT TGCAACGGGT TCTGAATTTG TAGTTGACGG TGGCTACACT 

TTAGATTTAA ACGTTGCCCA AGACTTAAAC ATCAACTGCC ACCGATGTGA 
751 GCTCAA 

CGAGTT 



15 Beispiel 9: Aktivitatsbestimmung der rekombinanten Dehydrogenase aus Lactobacil- 
lus brevis Lu 10288 

Das Plasmid pDHE10288adh1 wurde in E.coli TG10 pAgro4 pHSG575 retransformiert 
(TG10: ein RhaA'-Derivat von E.coli TGI(Stratagene); pAgro4: Takeshita, S; Sato, M; 
Toba, M; Masahashi, W; Hashimoto-Gotoh, T (1987) Gene 61, 63-74; pHSG575: T. 
20 Tomoyasu et al (2001), Mol. Microbiol. 40(2), 397-413). 

Je 6 Transformanten wurden in 20mL LBAmp/Spec/Cm (100pg/l Amp; 50mg/ISpec; 
10pg/ICm) 0,1mM IPTG 0,5g/L Rhamnose in 100mL Erlenmeyerkolben (Schikanen) 18 
h bei 37°C angezogen, bei 5000g/10min zentrifugiert , einmal mit 10mM Tris/HCI 

25 pH7,0 gewaschen und in 2 ml des gleichen Puffers resuspendiert. 100 \x\ Zellsuspen- 
sion wurden 20 min in 900 pi 50mM MES pH6 mit 50pl/ml Glucose-DH (Beispiell) , 
100mM Glucose, 100mM NaCI, 1mM NADH, 1mM NADPH und mit 10 mM 3-ChIor-1- 
(thien-2-yl)-propan-1-on schuttelnd inkubiert. Die Ansatze wurden analog zu Beispiel 4 
analysiert. Im Durchschnitt wurden 0,13 mM 3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol gebil- 

30 det, was einer AktMtat von 6,6 U/L Kultursuspension entspricht. In analogen AnsStzen 
mit Rohextrakt, der durch Zellaufschiufi mit 0,7ml Glaskugeln (d=0,5mm) in einer 
SchwingmQhle (3x 5min mit Zwischenkuhlung auf Eis) gewonnen wurde, wurden 0,21 
mM 3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol, entsprechend einer Aktivitat von 10,7 U/L, ge- 
messen. In Kontrollversuchen ohne Zusatz von Rhamnose bei der Anzucht war kein 3- 

35 Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol detektierbar. 



Beispiel 10: Klonierung der Dehydrogenase aus Candida magnoliae Lu8472 

40 Aus der Proteinreinigung des Beispiels 6 wurden nach nochmaliger Bestimmung der 
N-terminalen Sequenz durch Edmannsequenzierung folgende Aminosauresequenz 
erhalten: 

(S,G Oder T)(T Oder P)TSNALVTGGSRGIGAA 
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Nach tryptischem Verdau und Edmannsequenzierung der Peptide wurde folgende wei- 
tere Aminosauresequenz erhalten: 

IGVNSINPG 

5 

Von den Peptiden wurden unter Berucksichtigung der Codon Usage von Candida 
magnoliae Nukleinsauresequenzen abgeleitet (Primer Mke366, 367 und 374), die wie 
folgt der Klonierung des Dehydrogenase-Gens durch PCR-Amplifikation an chromo- 
somaler DNA aus Lu8472 (Genomic DNA Kit mit dreifach konzentrierter Lyticase- 
10 Losung, Qiagen, Hilden) dienten. 



PCR: 



Template 


Primer 


Produkt Lange 


Chromosomale DNA aus Lu8472 


Mke366/367+ 
Mke374 


ca. 480 bp 



Primer 



Primer Nr. 


Sequenz {S'-Z') 


Position 


Mke366 


ACGACGACGAGCAACGCBCTBGTBACGG 


N-Term-Primer 


Mke367 


ACGACGACGTCGAACGCBCTBGTBACGG 


N-Term-Primer 


Mke374 


GCCGGGGTTGATSSWGTTSACGCCGAT 


C-Term-Primer 



15 

Die Primer MKe366 und MKe367 wurden 1:1 gemischt Die PCR wurde nach Strata- 
gene-Standardvorschrift mit PfuTurbo-Polymerase (Stratagene) und dem folgenden 
Temperatur-Gradienten-Programm durchgefQhrt: 95°C fQr 1 Minuten; 30 Zyklen mit 

20 95°C fQr 1 min., X°C 1 fur 45 sec, und 72°C fQr 2 min; 72°C fur 10 min.; 10°C bis zur 
Verwendung. Das PCR-Produkt (-0,5 kB) wurde durch Agarosegel-Electrophorese 
(1,2%E-Gel, Invitrogen) und Saulen-Chromatographie (GFX-Kit, Amersham Pharma- 
cia) isoliert und anschlieftend sequenziert (Sequenzierprimer: Mke 366 und Mke374). 
Die erhaltene Sequenz ist in SEQ ID NO:5 dargestellt. Die daraus abgeleitete Amio- 

25 sauresequenz (SEQ ID NO:6) zeigt eine Identitat von 53% zur Carbonyl-Reduktase 
aus Candida magnoliae (WO2001 40450). Die nach Proteinreinigung ermittelten Pep- 
tidsequenzen sind mit geringfQgigen Abweichungen enthalten. Unterschiede konnten 



1 Es wurden 12 Ansatze mit unterschiedlichen Annealingtemperaturen gefahren, von 
25°C bis 45°C (Delta je ca. 2 °C). In alien Ansatzen entstand als Hauptprodukt in ahn- 
licher Konzentration eine 0,5 kB-Bande. 



49 



WO 2005/033094 



PCT/EP2004/010939 



einerseits auf Sequenzierfehlern beruhen oder durch die Existenz mehrerer Isoenzyme 
in Candida magnoliae Lu8742 bedingt sein. 



5 SEO ID NO:6 Partielle Aminosauresequenz der Dehydrogenase aus Lu8472 

1 NALVTGGSRG IGEATAIKLA EEGYSVTIAS RGLKQLEAVK AKLPIVKQGQ 

51 VHHVWQLDLS DVDAAAAFKG SPLPASRYDV LVSNAGVAQF SPFIEHAKQD 

101 WSQMLAINLA APIALAQTFA KAIGDKPRNT PAHIVFVSSN VSLRGFPNIG 

10 151 VNSITPG 

SEQ ID NO:5 Partielle Nukleinsauresequenz der Dehydrogenase aus Lu8472 (so- 
wie Gegenstrang) 

15 1 AACGCGCTGG TGACGGGCGG CAGCCGCGGC ATTGGCGAAG CCACTGCCAT 

TTGCGCGACC ACTGCCCGCC GTCGGCGCCG TAACCGCTTC GGTGACGGTA 
51 TAAGCTCGCC GAGGAGGGCT ACAGCGTCAC GATTGCGTCT CGCGGCCTTA 
ATTCGAGCGG CTCCTCCCGA TGTCGCAGTG CTAACGCAGA GCGCCGGAAT 
101 AGCAGCTCGA GGCTGTGAAG GCCAAACTAC CCATTGTGAA GCAGGGACAG 
20 TCGTCGAGCT CCGACACTTC CGGTTTGATG GGTAACACTT CGTCCCTGTC 

151 GTTCACCACG TGTGGCAGCT TGATCTCAGT GATGTCGACG CTGCGGCCGC 
CAAGTGGTGC ACACCGTCGA ACTAGAGTCA CTACAGCTGC GACGCCGGCG 
201 CTTCAAAGGG TCGCCGCTAC CTGCCAGCCG CTACGACGTG CTCGTCAGCA 
GAAGTTTCCC AGCGGCGATG GACGGTCGGC GATGCTGCAC GAGCAGTCGT 
,25 251 ATGCTGGCGT GGCCCAGTTT AGCCCGTTCA TCGAGCATGC GAAGCAGGAC 

TACGACCGCA CCGGGTCAAA TCGGGCAAGT AGCTCGTACG CTTCGTCCTG 
301 TGGTCGCAGA TGCTTGCCAT CAATCTGGCG GCACCCATTG CGCTGGCCCA 
ACCAGCGTCT ACGAACGGTA GTTAGACCGC CGTGGGTAAC GCGACCGGGT 
351 GACATTTGCT AAGGCCATTG GCGACAAGCC GCGCAACACA CCGGCCCACA 
30 CTGTAAACGA TTCCGGTAAC CGCTGTTCGG CGCGTTGTGT GGCCGGGTGT 

401 TTGTGTTTGT CTCGTCGAAC GTCTCGTTGC GAGGCTTCCC GAACATCGGC 
AACACAAACA GAGCAGCTTG CAGAGCAACG CTCCGAAGGG CTTGTAGCCG 
451 GTCAACTCCA TCACCCCCGG CA 
CAGTTGAGGT AGTGGGGGCC GT 

35 
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Patentanspriiche 



1. 

5 
10 
15 
20 

2. 

25 3. 
4. 

30 

5. 

35 
40 
45 



Verfahren zur Herstellung von 3-Methylamino-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol der For- 
mel I 



bei dem man 

a) Thiophen mit einem (3-Halogenpropionsaurehalogenid oder einem Acrylsau- 
rehalogenid in Gegenwart einer Lewis-Saure zu einem 3-Halogen-1-(thien-2- 
yl)-propan-1-on umsetzt, wobei man gleichzeitig oder nach erfolgter Umset- 
zung, jedoch vor der Isolierung des Reaktionsprodukts, einen Halogenwas- 
serstoff einleitet und 

b) das in Schritt a) erhaltene Propanon reduziert und anschlieftend, gegebenen- 
falls ohne Isolierung des Reaktionsprodukts mit Methylamin umsetzt. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei man in Schritt a) a!s Lewis-Saure Alumini- 
umtrichlorid verwendet. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQchen, wobei man die Umset- 
zung in Schritt a) in einem halogenierten Kohlenwasserstoff als Losungsmittel 
durchfQhrt. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei man in Schritt b) 
die Reduktion mit einem Metall- oder Halbmetallhydrid oder mit Wasserstoff in 
Gegenwart eines Obergangsmetallkatalysators als Reduktionsmittel durchfQhrt. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, zur Herstellung von (S)- 
3-Methylamino-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol der Formel l-S 



gegebenenfalls im Gemisch mit seinem R-Enantiomer l-R, wobei das Propanol 
der Formel l-S im Gemisch Gberwiegt, wobei man die Reduktion in Schritt b) in 
Gegenwart eines chiralen Reduktionsmittels oder eines chiralen Katalysators 
durchfQhrt, welche eine Selektivitat bezuglich der Bildung von (S)-3-Methylamino- 
1-(thien-2-yl)propan-1-ol aufweisen. 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei man in Schritt b) als Reduktionsmittel ein a- 
symmetrisches Metall- Oder Halbmetallhydrid oder Wasserstoff in Gegenwart ei- 
nes asymmetrischen Obergangsmetallkatalysators als Reduktionsmittel verwen- 

5 Hot nHor uinho! man rlio Do^uMinr. ■» fS^s^mamv* -»t— «._?. 

— . — .~ ■umunuwii ■■■ w«y&iD>an ouici cisyi i ii i ksu iscns inauKiion 

vermittelnden Verbindung durchfQhrt. 

7. Verfahren nach Anspruch 5, wobei man in Schritt b) die Reduktion in Gegenwart 
einer Dehydrogenase (E.C. 1 .1 .x.x.) durchfQhrt. 

10 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Reduktion in Gegenwart einer Dehydro- 
genase (E.C. 1.1.1.x) insbesondere in Gegenwart einer Alkohol Dehydrogenase 
(E.C.1. 1.1.1 oder E.C.1.1.1.2) durchgefOhrt wird. 

15 9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, wobei die Dehydrogenase ausgewahlt ist 
unter Dehydrogenasen aus Hefen der Gattung Geotrichum, Pichia, Candida, 
Hansenula oder Saccharomyces und aus Bakterien der Gattung Pseudomonas, 
Burkholderia, Agrobacterium, Rhodococcus oder Lactobacillus. 

20 10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei die Dehydrogenase ausgewahlt ist unter De- 
hydrogenasen aus Geotrichum candidum, Candida magnoliae und Lactobacillus 
brevis. 

1 1 . Alkohol Dehydrogenase, mit einer Aminosauresequenz, die im Bereich des N- 
25 Terminus 

a) eine Aminosaureteilsequenz von wenigstens 10 aufeinanderfolgenden 
AminosSureresten gemali SEQ ID NO: 1 umfasst, wobei vorzugswei- 
se zusatzlich die der AminosSureposition 12 gemali SEQ ID NO:1 
entsprechende Position furValin steht; oder eine 
30 °) Aminosaureteilsequenz von wenigstens 1 0 aufeinanderfolgenden 

AminosSureresten gemali SEQ ID NO: 2 umfasst; 
sowie die davon abgeleiteten funktional aquivalenten Alkohol Dehydrogenasen. 

1 2. Alkohol Dehydrogenase nach Anspruch 1 1 , welche zur Reduktion von 3-Chlor-1- 
35 (thien-2-yl)-propan-1-on zu (S)-3-Chlor-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol befahigt ist. 

1 3. Alkohol Dehydrogenase nach Anspruch 1 2, welche die Reduktion in einer Enan- 
tiomerenreinheit von wenigstens 85 % ee (in Gegenwart von NADH und/oder 
NADPH; bei 30°C und pH 6.0) katalysiert. 

40 

1 4. Alkohol Dehydrogenase nach einem der AnsprQche 1 1 bis 1 3, welche von einer 
Nukleinsauresequenz, umfassend SEQ ID NO:3, kodiert wird, oder welche eine 
Aminosauresequenz gemali SEQ ID NO: 4 oder wenigstens eine Teilsequenz 
gemali Figur 3 umfasst, und vorzugsweise aus Lactobacillus brevis erhaitlich ist; 

45 sowie die davon abgeleiteten funktional aquivalenten Alkohol Dehydrogenasen. ' 
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1 5. Alkohol Dehydrogenase nach einem der AnsprQche 1 1 bis 1 3, welche von einer 
Nukleinsauresequenz, umfassend SEQ ID NO:5, kodiert wird, oder welche eine 
Aminosauresequenz, umfassend SEQ ID NO: 6, aufweist, und vorzugsweise aus 

~ - — . .w..^w« • • imji iwiiwiw » ■ ww i *-w i wy s^i i iciimoi i ouvvic uic uavui i auycicucici I 

funktional aquivalenten Alkohol Dehydrogenasen, 

16. Nukleinsauresequenz, umfassend die kodierende Sequenz fur die Dehydrogena- 
se nach einem der Anspruche 11 bis 15, insbesondere gemafi SEQ ID NO: 3 

10 und 5; sowie die davon abgeleiteten Derivate. 

17. Expressionskassette, umfassend in operativer Verknupfung mit wenigstens elner 
regulativen Nukleinsauresequenz eine Nukleinsauresequenz nach Anspruch 15. 

15 18. Rekombinanter Vektor, umfassend wenigstens eine Expressionskassette nach 
Anspruch 16. 

1 9. Prokaryontischer oder eukaryontischer Wirt, transformiert mit wenigstens einem 
Vektor nach Anspruch 17. 

20 

20. Verwendung der Dehydrogenase nach einem der Anspruche 1 1 bis 14 oder ei- 
nes diese Dehydrogenase produzierenden natOrlichen oder rekombinanten Mik- 
roorganismus zur Herstellung von (S)-3-Halogen-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol. 

25 21 . Verfahren nach einem der AnsprQche 7 bis 10, wobei man als Dehydrogenase 
die Alkohol Dehydrogenase nach einem der Anspruche 11 bis 14 oder einen 
diese Dehydrogenase produzierenden natOrlichen oder rekombinanten Mikroor- 
ganismus einsetzt. 

30 22. Verfahren zur Herstellung von (S)-3-Methylamino-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol der 
Formel l-S, bei dem man ein 3-Halogen-1-(thien-2-yl)-propan-1-on enantioselek- 
tiv reduziert, dadurch gekennzeichnet, dass die Reduktion in Gegenwart einer 
Dehydrogenase erfolgt. 

35 23. Verfahren nach Anspruch 21 , wobei man das bei der Reduktion erhaltene (S)-3- 
Haiogen-1-(thien-2-yl)-propan-1-ol ohne Isolierung mit Methylamin umsetzt. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 21 oder 22, wobei die Dehydrogenase 
ausgewahlt ist unter Dehydrogenasen aus Hefen der Gattung Geotrichum, Pi- 

40 chia, Candida, Hansenula oder Saccharomyces und aus Bakterien der Gattung 

Pseudomonas, Burkholderia, Agrobacterium, Rhodococcus oder Lactobacillus. 

25. Verfahren nach Anspruch 23, wobei die Dehydrogenase ausgewahlt ist unter 
Dehydrogenasen aus Geotrichum candidum, Candida magnoliae oder 

45 Lactobacillus brevis. 



53 



WO 2005/033094 



PCT/EP2004/010939 



cillus brevis. 

26. Verfahren nach Anspruch 21, wobei die Dehydrogenase ausgewahlt ist unter 
Alkohol-Dehydrogenasen nach einem der Anspruche 11 bis 15. 

5 
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Fig. 1 
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Fig. 2A 




Fig. 2B 
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Fig. 3A 



31278/165 Blotbande 1 - LU 10288 (N-terminusl 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 
SNRLDGKVA I VTGGTLG I GLA I A T 



26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 

FVEEGAKVM I TGRHSDVGEKAA (K) S 

K (A) 

51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 

GTPDQ I QFF / 

T V / 

G / 

N / 
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Fig. 3B 



1 . Trvptischer Flussiqverdau Fr. 34 WP Mono P 31 279/1 70 

Tr-Sp-RPFr. 4 

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
DLPGAEEAMSQR (R) / / 
EQIQFFQHDR 
I F V K Y T 

A P 

Tr.-Sn-RPFr. 6 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
S V E E T T T A E (W) R / / / / 

Tr.-Sp.-RP Fr. 18 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 
S V GTPDQJQF F QH D SSD ED 

Tr.-Sp.-RP Fr. 4 f3/4 von Filtert 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
V M IVHEGYJK / / / / / 
LFDATEK/////// / 

Tr.-Sp.-RP Fr. 4 (1/4 von Filtert 

12 3 4 
V fcl I V 
L F D A 



Tr.-RPFr. 3 

1 2 3 4 5 6 7 
A E 1 E fi K R 
V M Q Y N 

I 

us 



1 2 3 4 5 

T P L V D 

S V G T P 

FAT S 
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Tr.-Sp.-RP Fr. 8 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
(S) A A L D / A L K / / / / / / 



1 2 3 4 5 6 7 
§ A A L D / A 
F (A) T G S E F 



Tr.-Sp.-RP Fr. 23 

8 9 10 11 12 13 

k K D X I V 

V V (D) G G Y 



14 15 16 17 18 
S / / / / 
T A Q / / 



Tr.-Sp.-RP Fr. 14 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
SAALfi/ALK / / / / / / / / 



Tr.-Sp.-RP Fr. 31 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
K L LAVNLDGVF FGTR / / / // 



Tr.-Sp.-RP Fr. 2 
1 2 3 4 5 6 
/ M / T G R 



Tr.-Sp.-RP Fr. 27 



1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


11 


12 


13 


14 


15 


I 


K 


I 


E 


M 


£ 


H 


1 


/ 


E 


E 


N 


/ 


I 


A 


s 


A 


A 


L 


D 


G 


A 


L 


K 


D 


Y 


D 


V 


R 


/ 


F 


A 


T 


G 


S 


E 


F 


V 


V 


D 


G 


G 


Y 


T 


A 



Tr.-Sp.-RP Fr. 28 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
I K IEMg? liiill^! & Y III/ 

F ATGSEFVVDGGYTAQ 
S A A L D (C) A L K D Y DVR / 
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2. V8-Flussiaverdau Fr.34 WP Mono P 31279/170 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 

KAAKSVGTPDQ I QF FQHDSSPE(V) 

TGLFL VLRVATV PGYIKAT A 
Q R V N E D 



V8-RPFr. 19 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

/XJSLLAXUL/ / ////// III 

K A I 

R D 



V8-RPFT.18 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
V E E (Gi L K Q N i E M 1 N I A A V g (Ei 
V VNTVHPGY I KTPLMDDD 

D G L 

V 



V8-RPFr. 22 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

£ E MSnESLGAYNASKGAVR 1 

Q V L AQNMKNGG L S A M I KNM 

TS IYRA KKAVRIS A 

P K 

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 

M S K S A A L M I I 



V8-RPFr. 4 

1 2 3456789 10 
F V V D / / / / / / 



6/8 



WO 2005/033094 



PCT7EP2004/010939 



V8-RPFT. 26 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
BS ' IKLEQAI I JE* / / / / / / / / 
R K (L) K D A ED 
Y (F) P 



V8-RP Fr. 7 (C-Terminusl 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
FVVDG GYTAQ / / / / 



V8-RP Fr. 28 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
S 

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 
D (G) 



V8-RP Fr. 9 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
K A A KSVGTPDQIQF F 



V8-RP Fr. 2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
G A K VMITGRHSDV 



V8-RP Fr. 12 

1 2 3456789 10 
IKEAIfiSEEV 
A G F V Y L 

I 
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V8-RP Fr. 21 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
I fi^RyNIVHPGY I k 

V F K I g 

S L 6 A 

L G 
21 22 23 24 25 
k E G A E 

L 

V8-RP Fr. 41 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
W/KLLAVNLDGVFF G TR LGI 

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 
Q R MKNKG LGA S I I N M (S) (S) (I) / / 



15 16 17 18 19 20 
t S L Y E E 
A N M 



1 2 3 4 5 6 7 8 
mm SfiRXKl 
K L L A V N 
A K S V G 
E 

21 22 23 24 25 26 27 28 

* X A 

Q R MKNKG L 



V8-RP Fr. 43 

9 10 11 12 13 14 

B M £ H 1 Jgj 

L D G V F F 

A Q I A 

Y N Q 

29 30 31 32 33 34 

G A S I I N 



15 16 17 18 19 20 
1 E N D 1 A 
G T R L G I 



35 36 37 38 39 40 
MS G 



V8-RP Fr. 11 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
S K FATGSEFVV / / / / 



V8-RP Fr. IS 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

A T I L Q I Q L Q 

F P D S K 

V 
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<110> BASF Aktiengesellschaft 



<120> Verfahren zur Herstellung von 3 -Methyl amino- a- (thien-2-yl) -propan- 



<130> M/44142 



<160> 6 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 47 

<212> PRT 

<213> Lactobacillus brevis 

<400> 1 

Met Ser Asn Arg Leu Asp Gly Lys Val Ala He Val Thr Gly Gly Thr 
1 5 10 15 

Leu Gly He Gly Leu Ala He Ala Thr Lys Phe Val Glu Glu Gly Ala 
20 25 3 0 

Lys Val Met He Thr Gly Arg His Ser Asp Val Gly Glu Lys Ala 
35 40 45 

<210> 2 
<211> 18 
<212> PRT 

<213> Candida magnoliae 
<400> 2 
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Ser Asn Ala Leu Val Thr Gly Gly Ser Arg Val lie Gly Ala Gly Gly 
1 5 10 15 



Phe He 

<210> 3 

<211> 756 

<212> DNA 

<213> Lactobacillus brevis 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(756) 

<223> 



<400> 3 

atg tct aac cgt ttg gat gga aaa gta gca ate gtt aca ggt ggt acg 48 

Met Ser Asn Arg Leu Asp Gly Lys Val Ala He Val Thr Gly Gly Thr 
1 5 10 15 

ttg ggt ate ggt tta get ate gee acg aag ttc gtt gaa gaa ggg get 96 
Leu Gly He Gly Leu Ala He Ala Thr Lys Phe Val Glu Glu Gly Ala 
20 25 30 

aag gtc atg att ace ggc egg cac age gat gtt ggt gaa aaa gca get 144 
Lys Val Met He Thr Gly Arg His Ser Asp Val Gly Glu Lys Ala Ala 
35 40 45 

aag agt gtc ggc act cct gat cag att caa ttt ttc caa cat gat tct 192 
Lys Ser Val Gly Thr Pro Asp Gin He Gin Phe Phe Gin His Asp Ser 
50 55 60 

tec gat gaa gac ggc tgg acg aaa tta ttc gat gca acg gaa aaa gee 240 
Ser Asp Glu Asp Gly Trp Thr Lys Leu Phe Asp Ala Thr Glu Lys Ala 
65 70 75 80 

ttt ggc cca gtt tct aca tta gtt aat aac get ggg ate gcg gtt aac 288 
Phe Gly Pro Val Ser Thr Leu Val Asn Asn Ala Gly He Ala Val Asn 
85 90 * 95 

aag agt gtc gaa gaa acc acg act get gaa tgg cgt aaa eta tta gee 336 
Lys Ser Val Glu Glu Thr Thr Thr Ala Glu Trp Arg Lys Leu Leu Ala 
100 105 110 

gtc aac ctt gat ggt gtc ttc ttc ggt acc cga tta ggg att caa egg 384 
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Val Asn Leu Asp Gly Val Phe Phe Gly Thr Arg Leu Gly n e Gin Arg 
115 120 125 

atg aag aac aaa ggc tta ggg get tec ate ate aac atg tct teg ate 432 
Met Lys Asn Lys Gly Leu Gly Ala Ser He lie Asn Met Ser Ser He 
130 135 140 

gaa ggc ttt gtg ggt gat cct age tta ggg get tac aac gca tct aaa 4 80 

Glu Gly Phe Val Gly Asp Pro Ser Leu Gly Ala Tyr Asn Ala Ser Lys 
145 150 155 160 

ggg gee gta egg att atg tec aag tea get gec tta gat tgt gee eta 528 
Gly Ala Val Arg He Met Ser Lys Ser Ala Ala Leu Asp Cys Ala Leu 
165 170 175 

aag gac tac gat gtt egg gta aac act gtt cac cct ggc tac ate aag 576 
Lys Asp Tyr Asp Val Arg Val Asn Thr Val His Pro Gly Tyr He Lys 
180 185 190 

aca cca ttg gtt gat gac eta cca ggg gee gaa gaa gcg atg tea caa 624 
Thr Pro Leu Val Asp Asp Leu Pro Gly Ala Glu Glu Ala Met Ser Gin 
I 95 2O0 205 

egg ace aag acg cca atg ggc cat ate ggt gaa cct aac gat att gee 672 
Arg Thr Lys Thr Pro Met Gly His He Gly Glu Pro Asn Asp He Ala 
21° 215 220 



tac ate tgt gtt tac ttg get tct aac gaa tct aaa ttt gca acg ggt 
Tyr He Cys Val Tyr Leu Ala Ser Asn Glu Ser Lys Phe Ala Thr Glv 
225 230 235 240 

tct gaa ttt gta gtt gac ggt ggc tac act get caa 
Ser Glu Phe Val Val Asp Gly Gly Tyr Thr Ala Gin 
245 250 



<210> 4 
<211> 252 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus brevis 
<400> 4 

Met Ser Asn Arg Leu Asp Gly Lys Val Ala He Val Thr Gly Gly Thr 
15 10 15 

Leu Gly He Gly Leu Ala He Ala Thr Lys Phe Val Glu Glu Gly Ala 
20 25 30 

Lys Val Met He Thr Gly Arg His Ser Asp Val Gly Glu Lys Ala Ala 
35 40 45 



720 



756 
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Lys Ser Val Gly Thr Pro Asp Gin lie Gin Phe Phe Gin His Asp Ser 
50 55 60 

Ser Asp Glu Asp Gly Trp Thr Lys Leu Phe Asp Ala Thr Glu Lys Ala 
65 70 7B so 

Phe Gly Pro Val Ser Thr Leu Val Asn Asn Ala Gly lie Ala Val Asn 
85 90 95 

Lys Ser Val Glu Glu Thr Thr Thr Ala Glu Trp Arg Lys Leu Leu Ala 
100 105 110 

Val Asn Leu Asp Gly Val Phe Phe Gly Thr Arg Leu Gly He Gin Arc 
115 120 " a2 5 s 

Met Lys Asn Lys Gly Leu Gly Ala Ser He He Asn Met Ser Ser He 
130 135 140 

Glu Gly Phe Val Gly Asp Pro Ser Leu Gly Ala Tyr Asn Ala Ser Lys 
145 150 155 iso 

Gly Ala Val Arg He Met Ser Lys Ser Ala Ala Leu Asp Cys Ala Leu 
l fi 5 170 i 7 5 

Lys Asp Tyr Asp Val Arg Val Asn Thr Val His Pro Gly Tyr He Lys 
180 iss 190 

Thr Pro Leu Val Asp Asp Leu Pro Gly Ala Glu Glu Ala Met Ser Gin 



200 



205 



Arg Thr Lys Thr Pro Met Gly His He Gly Glu Pro Asn Asp He Ala 
210 215 220 

Tyr He Cys Val Tyr Leu Ala Ser Asn Glu Ser Lys Phe Ala Thr Gly 
225 230 235 240 

Ser Glu Phe Val Val Asp Gly Gly Tyr Thr Ala Gin 
245 250 

<210> 5 
<211> 472 
<212> DNA 
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<213> Candida magnoliae 



PCT/EP2004/010939 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(471) 

<223> 



<400> 5 

aac gcg ctg gtg acg ggc ggc age cgc ggc att ggc gaa gcc act gcc 48 

Asn Ala Leu Val Thr Gly Gly Ser Arg Gly lie Gly Glu Ala Thr Ala 

1 5 10 is 

att aag etc gcc gag gag ggc tac age gtc acg att gcg tct cgc ggc 96 

lie Lys Leu Ala Glu Glu Gly Tyr Ser Val Thr lie Ala Ser Arg Gly 
20 25 30 



ctt aag cag etc gag get gtg aag gcc aaa eta ccc att gtg aag cag 144 
Leu Lys Gin Leu Glu Ala Val Lys Ala Lys Leu Pro He Val Lys Gin 
35 40 45 

gga cag gtt cac cac gtg tgg cag ctt gat etc agt gat gtc gac get 192 
Gly Gin Val His His Val Trp Gin Leu Asp Leu Ser Asp Val Asp iEa 
50 55 60 

lit lit fi° 2° 9 ? 9 tC9 C ° 9 ° ta CCt gCC agc C 9 C tac 9 a <= 9tg 240 

Ala Ala Ala Phe Lys Gly Ser Pro Leu Pro Ala Ser Arg Tyr Asp Val 

65 70 75 ' 80 

etc gtc age aat get ggc gtg gcc cag ttt age ccg ttc ate gag cat 288 
Leu Val Ser Asn Ala Gly Val Ala Gin Phe Ser Pro Phe lie IS Sm 
85 90 95 

gcg aag cag gac tgg teg cag atg ett gcc ate aat ctg gcg gca ccc 336 
Ala Lys Gin Asp Trp Ser Gin Met Leu Ala He Asn Leu Ala Ala Pro 
100 105 no 

att gcg ctg gcc cag aca ttt get aag gcc att ggc gac aag ccg cqc 384 
lie Ala Leu Ala Gin Thr Phe Ala Lys Ala He Gly Isp Ly! Pro Arg 
115 120 125 

3aC !£ a S C9 9 f° Ca ° att gtg fctt gtc tcg tc 9 aa ° 9tc teg ttg ega 432 
Asn Thr Pro Ala His He Val Phe Val Ser Ser Asn Val Se? Leu Arg 
130 135 140 

ggc ttc ccg aac ate ggc gtc aac tec ate acc ccc ggc a 
Gly Phe Pro Asn He Gly val Asn Ser He Thr Pro Gly 
14 5 150 i 5 5 

<210> 6 
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<211> 157 
<212> PRT 

<213> Candida magnoliae 
<400> 6 

Asn Ala Leu Val Thr Gly Gly Ser Arg Gly lie Gly Glu Ala Thr Ala 
1 5 10 " 15 

lie Lys Leu Ala Glu Glu Gly Tyr Ser Val Thr He Ala Ser Arg Gly 
20 25 30 

Leu Lys Gin Leu Glu Ala Val Lys Ala Lys Leu Pro He Val Lys Gin 
35 40 45 

Gly Gin Val His His Val Trp Gin Leu Asp Leu Ser Asp Val Asp Ala 
50 55 60 

Ala Ala Ala Phe Lys Gly Ser Pro Leu Pro Ala Ser Arg Tyr Asp Val 
65 70 75 80 

V 

Leu Val Ser Asn Ala Gly Val Ala Gin Phe Ser Pro Phe He Glu His 
85 90 95 

Ala Lys Gin Asp Trp Ser Gin Met Leu Ala He Asn Leu Ala Ala Pro 
100 105 110 

He Ala Leu Ala Gin Thr Phe Ala Lys Ala He Gly Asp Lys Pro Arg 
115 120 125 

Asn Thar Pro Ala His He Val Phe Val Ser Ser Asn Val Ser Leu Arg 
13 O 135 140 

Gly Phe Pro Asn He Gly Val Asn Ser He Thr Pro Gly 
145 150 155 
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